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AmpR resistencia a ampicilina
ATCC American Type Culture Collection
BSA Albúmina de Suero Bovino
CBM Módulo de Unión a Colina (de Choline Binding Module)
CBP Proteína de Unión a Colina (de Choline Binding Protein)
CFU Unidad Formadora de Colonias (Colony-forming Unit)
CHAP Cisteína Histidina dependiente Amidohidrolasa/Peptidasa
CM Módulo Catalítico
CMI Concentración Mínima Inhibitoria
cpm cuentas por minuto
C-t extremo Carboxilo terminal
C+Y medio CpH8 con un 0,08% de extracto de levadura
DC Dicroísmo Circular
DEAE - celulosa Dietilaminoetanol-celulosa
DNA Ácido desoxirribonucleico
dpf días post-fecundación







hpf horas post fecundación
IPTG Isopropil-β-D-tiogalactósido
xxiv
IPD Invasive Pneumococcal Disease 
(Enfermedad neumocócica invasiva)
LB Lysogenic Broth (medio lisogénico)
LTAs Lipo Teichoic Acids (ácidos lipoteicoicos)
MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
Of-Flight mass spectrometry (espectrometría de 
masas con desorción/ionización láser asistida por 
matriz con detector de tiempo de vuelo)
MOPS Ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico
MRSA Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 
(Staphilococcus aureus resistente a meticilina)
MurNAc ácido N-acetilmurámico
N-t extremo amino terminal
NSD Normalized Spatial Discrepancy
ON toda la noche (Over Night)
PAF Platelet Aggregation Factor (Factor 
de Agregación Plaquetario)
PB Phosphate Buffer (tampón fosfato sódico) 20 mM
PBS Solución salina tamponada con fosfato
P - Col Fosforilcolina
PCR Polymerase Chain Reaction (reacción en 
cadena de la DNA polimerasa)
PCV Pneumococcal Conjugate Vaccine (Vacuna 
Conjugada contra Neumococo)
PDB Banco de estructuras de proteínas (Protein Data Bank)
PG Peptidoglicano
PPV Pneumococcal Polysaccharide Vaccine (Vacuna 
Polisacárida contra Neumococo)
p/v Relación peso/volumen
rpm revoluciones por minuto
s20,w Coeficiente de sedimentación en agua a 20 ºC
SDS Dodecilsulfato sódico
xxv
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
TFA Ácido trifluoroacético
U Unidad/es de actividad enzimática
UV Ultravioleta
v/v relación volumen/volumen
wt wild type (silvestre)




Las endolisinas fágicas y las autolisinas bacterianas representan una nueva clase 
de antimicrobianos (denominados también enzibióticos) gracias a su capacidad 
para hidrolizar el peptidoglicano de forma rápida y, generalmente, específica 
de la especie. La endolisina Skl está codificada por el bacteriófago ΦSK137 
de Streptococcus mitis, un patógeno oportunista estrechamente relacionado con 
Streptococcus pneumoniae. Skl consta de un módulo catalítico (familia CHAP 
amidasa) y un módulo de unión a colina (CBM) que se une a la pared bacteriana 
y que comparte un 64 % de secuencia con el CBM de la principal autolisina de 
nemococo (LytA), cuyo módulo catalítico pertenece a la familia Amidasa_2. 
El estudio comparativo de ambas enzimas mediante diferentes aproximaciones 
biofísicas y bioquímicas ha mostrado que Skl tiene menor afinidad por colina 
que LytA, requiere concentraciones de colina mucho mayores para formar 
dímeros, y presenta una escasa actividad bactericida contra S. pneumoniae a 
concentraciones en las que LytA mata eficientemente a este patógeno. Estos 
resultados indican que su distinta capacidad como enzibióticos podría ser 
debida, no solo a la distinta actividad intrínseca de los módulos catalíticos, sino 
a las diferencias de secuencia de sus CBMs. 
Según esta hipótesis, la sustitución del CBM de Skl por el de LytA aumen-
taría tanto la afinidad por colina como la capacidad de dimerización y la acti-
vidad bacteriolítica en la quimera resultante (QSLA2) en comparación con Skl 
silvestre. Por el contrario, la sustitución equivalente en LytA (lisina quimérica 
QLAS1) debería disminuir estas capacidades con respecto a LytA. Las quimeras 
QLAS1 y QSLA2 se contruyeron a partir de los genes de las enzimas paren-
tales Skl y LytA, por intercambio de las regiones que codifican los respectivos 
módulos manteniendo el “linker” que conectaba el módulo catalítico al CBM 
en la lisina parental. Su aislamiento, con elevado rendimiento, y posterior carac-
terización ha permitido demostrar la relevancia de esos factores para la activi-
dad bactericida. QSLA2, portadora del módulo catalítico de Skl y el CBM de 
LytA, mata más eficazmente y a menor concentración que LytA todas las cepas 
de S. pneumoniae y S. mitis ensayadas, incluidos aislados clínicos multiresistentes 
que no son susceptibles a la actividad de LytA. Por el contrario, QLAS1, que 
comprende el módulo catalítico de LytA y el CBM de Skl, carece de actividad 
bactericida sobre S. pneumoniae, a pesar de que su actividad sobre paredes puri-
ficadas es comparable a la de QSLA2. Además, QSLA2 es capaz de proteger a 
embriones de pez cebra frente a la infección con S. pneumoniae, lo que hace de 
ella un prometedor antimicrobiano contra las infecciones provocadas por el 
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neumococo. Nuestros resultados proporcionan también nuevas claves sobre 
el papel que juegan los CBMs, así como la combinación de módulos, en el 
potencial antimicrobiano de las lisinas de neumococo y otras especies afines, y 




Phage endolysins and bacterial autolysins represent a novel class of  antimicrobials 
(known also as enzybiotics) against bacteria due to their unique ability to cleave 
rapidly the peptidoglycan in a generally species-specific manner. The Skl 
endolysin is encoded by the ΦSK137 bacteriophage of  Streptococcus mitis, an 
opportunistic pathogen closely related to Streptococcus pneumoniae. It comprises 
an N-terminal catalytic module (CHAP amidase family) and a C-terminal 
choline-binding module (CBM), involved in cell wall-attachment, that shares 
64 % of  sequence with the CBM of  LytA, the major pneumococcal autolysin, 
whose catalytic module belongs to the Amidase_2 family. The comparative 
study of  both amidases using different biophysical and biochemical techniques 
here reported has revealed that Skl has less affinity for choline than LytA, 
requires much higher concentrations of  choline to form dimers, and displays 
a poor bacteriolytic activity against S. pneumoniae under conditions where LytA 
efficiently killed this pathogen. These results were indicative that their distinct 
capacity as enzybiotics could result, apart from dissimilar intrinsic activities of  
the catalytic modules, from sequence differences in their CBMs.
If  this were the case, replacement of  the CBM of  Skl by that of  LytA 
would improve the choline binding affinity, the dimerization capacity and the 
bacteriolytic activity of  the resulting chimeric lysin (QSLA2) in comparison to 
Skl wild type. By contrary, the equivalent substitution in LytA (chimeric lysin 
QLAS1) should depress these capacities with respect to LytA. The QLAS1 
and QSLA2 chimeras were built from the genes of  the parental enzymes by 
swapping the regions encoding for the respective modules while preserving, in 
both constructions, the linker connecting the catalytic module to the CBM in 
the parental enzyme. The chimeric lysins showed high expression levels, which 
allowed their structural and functional characterization. As expected, QSLA2 
showed higher choline affinity and dimerization ability than Skl and its antimi-
crobial activity was significantly improved in comparison to both Skl and LytA. 
Indeed, QSLA2 efficiently killed at very low concentration all the strains of  
S. pneumoniae and S. mitis tested, including multiresistant clinic-isolates insensiti-
ve to LytA hydrolytic activity. By contrary, QLAS1, that comprises the catalytic 
module of  LytA and the CBM of  Skl, showed no bacteriolytic activity against 
S. pneumoniae and its choline binding features approached those exhibited by the 
Skl endolysin, in agreement, again, with the initial hypothesis. Of  note, the lytic 
activity of  QLAS1 on purified cell walls is comparable to that of  QSLA2. Also, 
QSLA2 is able to protect zebrafish embryos from S. pneumoniae infection, which 
xxx
makes of  it a promising antimicrobial agent to treat pneumococcal infections. 
Taken together, our results provide new clues on the role played by the CBM 
and the module combination in the antimicrobial potential of  this family of  
lysins, that could be of  use to improve or modulate their activities, as well as to 
design new enzybiotics.
“So much universe,,
and so little time”
Sir Terry Pratchett
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La resistencia bacteriana a los antibióticos es hoy, según advierte la OMS, 
una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimen-
taria y el desarrollo (WHO, 2016a). Para reducir el impacto de este fe-
nómeno y limitar su propagación se deben adoptar medidas que eviten 
el uso innecesario, masivo e incontrolado de los antibióticos, así como 
relanzar la investigación y el desarrollo de nuevos antibacterianos. Strep-
tococcus pneumoniae es un patógeno resistente a uno o más antibióticos 
tradicionales en el 30 % de los casos invasivos (CDC, 2015) y ha sido 
incluido por la OMS entre las 12 bacterias contra las que es priorita-
rio desarrollar nuevos antibióticos (WHO, 2017). En esta introducción 
se presentan, en primer lugar, los organismos de interés clínico con los 
que se relaciona nuestro estudio: las bacterias del género Streptococcus 
S. pneumoniae y Streptococcus mitis, y sus bacteriófagos, virus capaces de in-
fectarlas y destruirlas, con implicaciones en su evolución y patogénesis. 
Una de las principales dianas para diseñar nuevos tratamientos contra 
las infecciones bacterianas es la pared celular (estructura imprescindible 
para su supervivencia) por lo que, como continuación, se describen las 
estructuras de la pared bacteriana y su peptidoglicano (PG) y las enzimas 
que estas bacterias emplean para su remodelación durante su ciclo de 
crecimiento y división, así como las que emplean los bacteriófagos contra 
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ellas, de forma análoga, para su destrucción al final del ciclo proliferativo. 
Finalmente se señalan las alternativas que el estudio y conocimiento de 
estos procesos y de las proteínas implicadas han brindado hasta la fecha, 
y las posibilidades que abren en el diseño de nuevas estrategias para ha-
cer frente a las infecciones causadas por estas u otras bacterias, incluidas 
cepas multiresistentes.
1.1. El género Streptococcus
El término Streptococcus proviene del griego strepto (doblado, retorcido) 
y coccus (baya). Los estreptococos son bacterias Gram-positivas de forma 
esférica u ovoidea, con un diámetro de menos de 2 μm, que crecen for-
mando parejas o cadenas cortas. Hay más de 100 especies reconocidas 
y muchas de ellas son patógenas tanto en humanos como en animales. 
(Hardie & Whiley, 1997; Spellerberg & Brandt, 2011).
Las especies  pertenecientes a los grupos Salivarius, Mutans, Anginosus y 
Mitis constituyen los denominados estreptococos orales. Todos ellos son 
comensales habituales de la cavidad oral y el tracto respiratorio del ser 
humano y, bajo condiciones propicias, pueden asumir el papel de pató-
genos oportunistas al invadir la corriente sanguínea y colonizar otros te-
jidos. El grupo Mitis es el más abundante entre los estreptococos orales y 
a él pertenecen S. pneumoniae  y S. mitis, estrechamente relacionados entre 
sí (Schachtele et al., 2007). En la actualidad, el grupo Mitis lo conforman 
un mínimo de 18 especies de estreptococos y su identificación precisa en 
clínica es de vital importancia a la hora de elegir la terapia antimicrobiana 
correcta. Esto no siempre es posible debido a la enorme semejanza tanto 
fenotípica como genotípica entre las especies que integran este grupo. 
Hay que destacar que en todas estas especies la identidad del ARNr 16S 
supera el 96 %, alcanzando el 99 % en el caso de S. pneumoniae, S. pseudo- 
pneumoniae, S. mitis y S. oralis (Arbique et al., 2004; Kawamura et al., 1995). 
A diferencia de S. pneumoniae, un patógeno humano de la máxima rele-
vancia clínica, S. mitis, S. oralis o S. infantis no suelen causar enfermedades 
(Maeda et al., 2011; Mitchell, 2011), y las razones que subyacen a esta dife-
rencia de comportamiento son conocidas sólo parcialmente. El mecanis-
mo principal de evolución de S. pneumoniae es el intercambio genético con 
especies relacionadas que comparten el mismo nicho ecológico (Donati et 
al., 2010), como por ejemplo S. pneumoniae y S. mitis. Su evolución paralela ha 
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favorecido el traspaso de genes desde S. mitis y, por tanto, la diversifi-
cación antigénica de neumococo, generándose así la gran diversidad de 
serotipos existente en esta bacteria (Kilian et al., 2014). Además se ha 
demostrado la capacidad de S. mitis para adquirir genes de resistencia de 
otros microorganismos orales y traspasarlos a S. pneumoniae (Hannan et 
al., 2010; Jensen et al., 2015). Ello sustenta la hipótesis de que este último 
es un linaje patogénico dentro del grupo de S. mitis, sugiriendo además 
que, en general, las especies comensales del grupo Mitis, y especialmente 
S. mitis, funcionan como reservorios de resistencias a antibióticos.
1.2. Streptococcus pneumoniae (neumococo)
1.2.1. Aspectos históricos
S. pneumoniae (comúnmente conocido como neumococo) fue aislado por 
vez primera en 1880 por Pasteur en Francia y por Sternberg en los Es-
tados Unidos de forma simultánea e independiente. En 1881 Pasteur 
y sus colaboradores, Chamberlan y Roux, describieron el neumococo 
como el agente causante de una “nueva enfermedad” provocada expe-
rimentalmente en conejos por la inyección de la saliva de un niño que 
murió a causa de la rabia (Pasteur, 1881; Pasteur et al., 1881). El descu-
brimiento de Sternberg se publicó tres meses después (Sternberg, 1881) 
y confirmó las conclusiones del microbiólogo francés. En su estudio 
publicó: “la inyección de saliva en conejos produce su muerte en 48 h. 
Encontré un número inmenso de micrococos, usualmente en pares, con 
un diámetro de 0,5 micras”. Al hilo de este descubrimiento, y con el 
objetivo de facilitar la visualización de neumococo en el tejido pulmonar, 
Gram desarrolló en 1884 la tinción que lleva su nombre (Gram, 1884).
Desde su descubrimiento, S. pneumoniae ha desempeñado un pa-
pel fundamental en el desarrollo de la bioquímica y la genética bacteriana e, 
incluso, en el nacimiento de la biología molecular a lo largo de la segunda 
mitad del siglo XX. En 1928, al tratar de explicar el mecanismo por el cual 
se daban variantes de colonias lisas (capsuladas) y rugosas (no capsuladas) 
de neumococo, Griffith descubrió lo que él llamó “principio transforman-
te”, mediante el cual bacterias vivas sin cápsula (no patógenas) inoculadas 
junto con bacterias capsuladas (patogénicas) muertas por calor eran ca-
paces de provocar enfermedad, aislándose neumococos capsulados vivos 
de las muestras procedentes de los animales así infectados (Griffith, 1928). 
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Este fenómeno sólo podía explicarse asumiendo que las bacterias no 
capsuladas fueran capaces de adquirir e internalizar, de alguna forma, la 
información necesaria para sintetizar la cápsula que poseían las bacterias 
capsuladas muertas. La identificación a nivel molecular de este “principio 
transformante” fue realizada por Oswald T. Avery y sus colaboradores en 
el Instituto Rockefeller de Nueva York. Tras una serie de estudios lleva-
dos a cabo en los años 30, en 1944 anunciaron uno de los descubrimien-
tos más importantes del siglo XX: la molécula responsable de esa trans-
formación y del traspaso de información era ADN (Avery et al., 1944). 
   Otros descubrimientos posteriores relevantes que implican estudios 
con neumococo incluyen la “competencia”, proceso que se refiere a la 
capacidad de incorporar en el genoma bacteriano fragmentos de ADN 
monocatenario, los mecanismos por los que se produce la misma y la 
regulación de la plasticidad genética que implica, tanto para adaptarse al 
ambiente como para expresar resistencias a antibióticos (Claverys et al., 
2000; Håvarstein & Morrison, 1999; Lacks, 1977)
1.2.2. Características generales
S. pneumoniae es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa, de 
entre 0,5 y 1,25 μm, inmóvil, que forma, generalmente, cadenas cortas 
o diplococos. Cuando se cultiva en placas de agar-sangre en aerobiosis 
muestra la α-hemólisis típica de los estreptococos viridans (Cole, 1914), 
mientras que en condiciones anaerobias presenta β-hemólisis debido a 
la acción de la neumolisina (Ply) (Brzin, 1969). Su genoma tiene una 
longitud media de 2,1 millones de pares de bases con un contenido en 
G+C del 40 %  y aproximadamente sólo el 75 % del genoma es común 
a todos los aislados (Donati et al., 2010). Al igual que en otras bacterias 
Gram-positivas, la superficie celular de neumococo está formada por una 
pared celular que contiene varias capas de peptidoglicano (PG), también 
conocido como mureína, a las que se unen los ácidos teicoicos (WTAs), 
y por la membrana plasmática, a la que se anclan los ácidos lipoteícoicos 
(LTAs), como se detalla en el apartado 1.5. Rodeando y protegiendo la 
membrana y la pared celular se encuentra la cápsula polisacarídica. 
A nivel bioquímico, una de las características más importantes de neu-
mococo es su requerimiento nutricional absoluto por colina, un com-
ponente estructural de WTAs y LTAs (Tomasz, 1967). Como es inca-
paz de sintetizarla necesita captarla del exterior celular, con lo que su 
eliminación del medio de cultivo provoca el cese del crecimiento celular 
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(Rane & Subbarow, 1940). Este aminoalcohol desempeña funciones 
esenciales en la fisiología de S. pneumoniae y S. mitis, como se explicará 
más adelante (apartado 1.5.2). 
De manera característica, neumococo se lisa rápidamente en presen-
cia de sales biliares como el desoxicolato sódico (Avery & Cullen, 1923; 
Neufeld, 1900), el cual dispara la acción incontrolada de la principal au-
tolisina de la bacteria, LytA (García et al., 1985; Höltje y Tomasz, 1976; 
Mosser & Tomasz, 1970), por lo que se utiliza como ensayo para su 
identificación clínica. Las pruebas para la identificación de neumococo 
en los laboratorios clínicos incluyen, asimismo, la susceptibilidad a la 
optoquina (etilhidrocupreína; un derivado de la quinina) (Morgenroth & 
Levi, 1911) y la reacción capsular en presencia de anticuerpos o reacción 
de Quellung (Neufeld, 1902). Aunque neumococo es generalmente sus-
ceptible a la optoquina, existen cepas resistentes a la misma, mientras que 
algunos estreptococos del grupo Mitis también pueden ser susceptibles 
a dicho compuesto (Balsalobre et al., 2006; de la Campa et al., 1997; Fe-
noll et al., 1990; Martín-Galiano et al., 2003), por lo que la identificación 
es más fiable si las distintas pruebas se realizan conjuntamente (Lund & 
Henrichsen, 1978).
1.2.3. Importancia clínica, epidemiología y virulencia
Se estima que las enfermedades respiratorias causan un tercio de la mor-
talidad mundial (4 millones de personas al año) (Morens et al., 2004). En 
conjunto, la sepsis, la neumonía neonatal y la neumonía comunitaria dan 
cuenta de casi el 30 % de la mortalidad en menores de 5 años (WHO, 
2013). La neumonía provoca el 15 % de las muertes anuales en este grupo 
(casi un millón en 2015), siendo S. pneumoniae el agente causal predomi-
nante tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo (WHO, 
2016b). Esta tasa de mortalidad convierte a neumococo en el principal 
patógeno Gram-positivo humano (Schneider, 1999; Williams, 2002). Por 
otra parte, la estimación de los costes derivados del tratamiento de las 
infecciones neumocócicas en personas de edad avanzada indica que és-
tos pueden superar los 5.000 millones de dólares anuales sólo en EE.UU. 
(Weycker et al., 2010). 
S. pneumoniae está presente de forma asintomática en la nasofaringe 
de un elevado porcentaje de niños sanos (20 - 40 %) y de manera menos 
frecuente (5 -10 %) en adultos sanos (Bogaert et al., 2004). Las pobla-
ciones bacterianas que colonizan la nasofaringe de la población infantil 
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constituyen el principal reservorio de neumococo, a partil de cual surgen 
y se difunden las resistencias del microorganismo, además de reflejar los 
aislados circulantes en la comunidad (De Lencastre & Tomasz, 2002). 
Una vez establecido el estado de portador, lo que sucede a las pocas 
horas o días del nacimiento (Austrian, 1986; Weiser, 2010), neumococo 
puede convertirse en un patógeno oportunista, diseminándose y coloni-
zando zonas del cuerpo de forma localizada (mucosas), o bien invadien-
do zonas que son normalmente estériles (sangre, líquido cefalorraquídeo) 
provocando la enfermedad neumocócica invasiva (IPD), que requiere 
hospitalización en casi la totalidad de los casos, pudiendo desencadenar 
incluso la muerte. Es también uno de los patógenos más frecuentes de 
las infecciones adquiridas en la comunidad. 
La colonización e invasión ocurre, principalmente, en el oído medio 
(produciendo otitis media), los pulmones (neumonía), el sistema ner-
vioso central (meningitis) o el torrente sanguíneo (septicemia) (Mitchell, 
2003). La población más susceptible de desarrollar IPD son los neona-
tos y los niños menores de dos años, las personas de más de 65 años 
y los pacientes inmunocomprometidos (Drijkoningen & Rohde, 2014). 
No obstante, la aparición de síntomas clínicos viene condicionada por 
ciertos factores determinantes de la interacción patógeno-hospedador, 
como es el serotipo capsular (Weinberger et al., 2010), y por factores del 
hospedador como la edad, el estado inmunológico, la infección previa del 
sistema respiratorio por otros patógenos, o aspectos genéticos no bien 
definidos todavía (Brouwer et al., 2009; Sanders et al., 2011).
Neumococo posee numerosos factores de virulencia (Mitchell & Mit-
chell, 2010) que le permiten, por un lado, colonizar la nasofaringe huma-
na evitando la respuesta inmune del hospedador y, por otro, el desarrollo 
de infección activa (Steel et al., 2013). Entre estos factores de virulencia 
se encuentran numerosas proteínas, como LytA (la principal enzima au-
tolítica de neumococo) o la neumolisina Ply (una proteína citotóxica for-
madora de poros). Sin embargo, el principal factor de virulencia del neu-
mococo es la cápsula o polisacárido capsular (Brueggemann et al., 2003). 
Inicialmente descrita por Pasteur como una “aureola que corresponde, 
quizás, a una sustancia o material mucoso” (Pasteur, 1881), la cápsula 
es la estructura más externa de la bacteria (Figura 1.1). Está formada 
por polisacáridos compuestos de unidades repetidas de azúcares sim-
ples (López & García, 2004) que, en la mayoría de las estirpes estudiadas, 
están unidos covalentemente bien a los residuos de N-acetilmurámico 
I N T R O D U C C I Ó N
9
(MurNAc) del PG (Sørensen & Blom, 1992) o bien a componentes de 
la membrana, aunque a veces pueden liberarse de la célula (Eberhardt et 
al., 2012; Yother, 2011). Desde que en 1928 Griffith diferenciase entre 
neumococos rugosos (sin cápsula) y lisos (con cápsula) se han descrito 97 
serotipos capsulares y, gracias al desarrollo de nuevas técnicas, se espera 
que este número vaya en aumento, teniendo en cuenta que las mutacio-
nes puntuales que alteran la actividad de las enzimas encargadas de la 
síntesis de la cápsula no son inusuales y que, gracias a ellas, un serogrupo 
puede ser capaz de producir nuevos serotipos. Las distintas variantes del 
polisacárido capsular vienen determinadas por los monosacáridos que 
componen la unidad repetitiva, su disposición en la misma y los enlaces 
que los unen, además del tipo y distribución de los posibles sustituyen-
tes. Esta gran variedad de tipos capsulares puede ser el resultado de la 
adaptación a la respuesta inmune del hospedador o a otras presiones 
Figura 1.1. Streptococcus pneumoniae y su cápsula polisacarídica. Imágenes in vivo en 
tejido pulmonar de ratón correspondientes al serotipo 3 de la cepa A66. Los asteriscos 





I N T R O D U C C I Ó N
10
ambientales selectivas. Una recopilación de todas las estructuras capsula-
res conocidas puede encontrarse en Geno et al., 2015. 
La cápsula de S. pneumoniae juega un papel fundamental en la coloniza-
ción y la invasión, dificultando o impidiendo la fagocitosis y la retención 
de la bacteria en el mucus del tracto respiratorio (Kadioglu et al., 2008). 
Las estirpes que han perdido la capacidad de sintetizar la cápsula son 
prácticamente avirulentas, como ya mostró Griffith en su famoso expe-
rimento, debido a que son eliminadas rápidamente por el sistema inmu-
ne. El serotipo determina en gran parte el potencial patogénico; algunos 
tipos capsulares, independientemente de su historial genético, confieren 
mayor resistencia a la fagocitosis (Melin et al., 2010) o se expresan a nive-
les capaces de afectar a la accesibilidad de proteínas de superficie, modi-
ficando así la capacidad de colonizar y causar enfermedad (Sanchez et al., 
2011). La cantidad de polisacárido capsular también se correlaciona con 
la virulencia, observándose mayor o menor inflamación o tasas de mor-
talidad según el serotipo causante de la infección (Martens et al., 2004). 
Además, los neumococos son capaces de realizar intercambios capsulares 
entre distintos serotipos (Wyres et al., 2013), lo que da lugar a modifica-
ciones de la virulencia (Kelly et al., 1994) y de la susceptibilidad a determi-
nados antimicrobianos (Muñoz-Almagro et al., 2009; Wyres et al., 2012). 
En contrapartida, los anticuerpos del sistema inmune del hospedador 
reconocen los antígenos del polisacárido capsular, promoviendo la opso-
nización de la bacteria y, por tanto, confiriendo protección al hospedador.
1.2.4. Prevención y tratamiento de la enfermedad neumocócica
1.2.4.a. Vacunas
El desarrollo de vacunas contra neumococo se ha basado en el hecho 
contrastado de que los anticuerpos contra un serotipo capsular protegían 
frente a infecciones posteriores causadas por cepas del mismo serotipo o 
de serotipos que presentasen reacciones cruzadas con aquél (Heidelber-
ger, 1983; Lyall & Odell, 1939; Welch et al., 1939). 
En la actualidad se emplean dos tipos diferentes de vacunas contra 
neumococo: 
 h vacunas polisacáridas (PPVs), que contienen antígenos polisa-
carídicos de la cápsula.
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 h vacunas conjugadas (PCVs), que contienen una proteína inmu-
nogénica no neumocócica conjugada con polisacárido capsular de 
neumococo.
Las primeras no consiguen generar memoria inmunológica, ya que in-
ducen una respuesta inmune independiente de linfocitos T, cosa que sí 
logran las vacunas conjugadas (Clutterbuck et al., 2012).
La vacuna polisacarídica 23-valente (PPV23) está disponible desde 
1983 contra los 23 serotipos más comunes de S. pneumoniae (1, 2, 3, 4, 5, 
6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 
23F y 33F), y su administración se recomienda en niños mayores de 2 
años con otras patologías y en personas mayores de 65 años. En el año 
2000, la Agencia Federal del Medicamento (FDA) aprobó una vacuna 
conjugada heptavalente (PCV7) válida para los serotipos 4, 9V, 14, 18C, 
19F, 23F y 6B con eficacia demostrada frente a IPD y episodios de otitis 
media, aunque moderadamente eficaz contra neumonía. La introducción 
de la PCV7 en los Estados Unidos provocó un descenso drástico en la 
incidencia de IPD desde 80 a menos de 1 caso por 100.000 habitantes 
en 7 años. En 2010 se aprobó una nueva vacuna conjugada 13-valente 
(PCV13) que ha reemplazado a la heptavalente, puesto que abarca a los 
serotipos ya cubiertos por ésta, con igual eficacia, más 6 serotipos adicio-
nales (1, 3, 5, 6A, 7F y 19A) (Paradiso, 2011). Esta vacuna se recomienda 
en niños (desde 2 meses a 6 años) con alto riesgo de desarrollar patolo-
gías relacionadas con neumococo (niños con asplenia, anemia falciforme, 
VIH u otras enfermedades inmunodepresoras, y ciertas patologías cróni-
cas) (CDC, 2016).  
La PPV23 protege frente a un número mayor de serotipos que las 
PCVs, pero tiene sus limitaciones: es muy poco inmunogénica en niños 
menores de dos años y es poco efectiva contra la neumonía no bacterié-
mica o la adquirida en la comunidad y contra la IPD en pacientes con 
patologías crónicas y más de 75 años de edad. Tampoco previene contra 
la colonización nasofaríngea ni contra infecciones de las mucosas, como 
puede ser la otitis media. Además, su capacidad para generar anticuerpos 
parece disminuir con las dosis sucesivas (O’Brien et al., 2007). Este fenó-
meno de hipo-respuesta de los anticuerpos también se produce con las 
PCVs (Dagan et al., 2010). Además de este último inconveniente, común 
con las PPVs, los aspectos negativos de las PCVs son el limitado número 
de serotipos frente a los que protegen, el elevado coste de cada dosis y 
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el fenómeno de “reemplazo de serotipo”, por el cual, al inmunizar fren-
te a ciertos serotipos se favorece la proliferación oportunista de otros 
serotipos no vacunales que son capaces también de causar enfermedad 
(Brueggemann et al., 2007; Muñoz-Almagro et al., 2008; Weinberger et 
al., 2011). Además, hay que tener en cuenta que la vacunación puede 
inducir a que los serotipos cubiertos por las vacunas transfieran, por re-
combinación, componentes metabólicos y/o asociados a virulencia a los 
serotipos no cubiertos (Vaccine-Induced Methabolic Shift) (Watkins et 
al., 2015). Actualmente se encuentran en fase de evaluación vacunas ba-
sadas en proteínas antigénicas de neumococo comunes a la mayoría de 
los aislados clínicos (Cardaci et al., 2012; Lebon et al., 2011; Prevaes et 
al., 2012) y en bacterias atenuadas (“whole cell vaccines”) (Tarahomjoo, 
2014), aunque su eficacia y ventajas sobre las vacunas existentes aún es-
tán por demostrar (Feldman & Anderson, 2014).
1.2.4.b. Antibióticos
El tratamiento de las IPDs se ha basado durante casi 40 años en la utili-
zación de la penicilina y otros antibióticos β-lactámicos, debido a la gran 
susceptibilidad inicial de neumococo a este antibiótico (Abraham et al., 
1941; Keefer et al., 1943; Tillett et al., 1944). A partir de 1965, año en que 
apareció en Boston el primer caso clínico constatado de neumococo re-
sistente a penicilina (Kislak et al., 1965) se han ido encontrando por todo 
el mundo neumococos capaces de evadir la acción de los antibióticos 
(Appelbaum, 1992). En 1967 se aisló una cepa de neumococo resisten-
te tanto a penicilina como a tetraciclina (Hansman & Bullen, 1967), y 
en 1977 y 1978 se dieron en Sudáfrica dos brotes de infección debidos 
a neumococos resistentes (Appelbaum et al., 1977; Jacobs et al., 1978), 
originados en hospitales infantiles donde se trataba a los pacientes de 
forma rutinaria con antibióticos a modo de profilaxis. En ambos casos, 
las bacterias parecían haber adquirido material genético que les confería 
resistencia tanto a penicilina como a otros antibióticos de uso común, 
confirmándose posteriormente que el estrés del tratamiento con anti-
bióticos induce la transformación genética en neumococo (Prudhomme 
et al., 2006). 
En las décadas siguientes, la resistencia de neumococo a toda una varie-
dad de agentes antimicrobianos ha evolucionado desde ser una mera cu-
riosidad médica a un problema de salud de carácter mundial (WHO, 2014). 
Las resistencias clínicamente relevantes incluyen a los beta-lactámicos 
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(penicilinas, cefalosporinas y carbapenos), macrólidos (eritromicina, azi-
tromicina, claritromicina y lincosamidas), tetraciclinas y antagonistas del 
folato (trimetoprima-sulfametoxazol) (Musher et al., 2001). Asimismo, las 
mutaciones asociadas a la adaptación fenotípica a las quinolonas han ido 
incrementándose, al igual que la transferencia de genes asociados a la 
misma y, aunque todavía no han aparecido altos niveles de resistencia, la 
trayectoria evolutiva parece seguir ese camino (Ip et al., 2007; Zhang et 
al., 2015). 
Las tasas de resistencia a uno o varios antibióticos son variables según 
el mecanismo de acción del mismo llegando, en el caso de la penicilina, 
hasta el 60 % en algunas zonas de Latinoamérica y al 80 % en algunos 
países asiáticos (Appelbaum, 2002). Del mismo modo, también hay que 
dar importancia a las cepas tolerantes a determinados antibióticos, ya que 
la imposibilidad de erradicar la infección conlleva una terapia prolongada 
con antimicrobianos, lo que aumenta la probabilidad de fracaso del tra-
tamiento (Mitchell & Tuomanen, 2002). Por otra parte, la transferencia 
genética (tanto de resistencias a penicilina y otros antibióticos como de 
genes de síntesis capsular) entre especies estrechamente relacionadas que 
colonizan un mismo hábitat (la nasofaringe, en el caso de S. pneumoniae y 
S. mitis), ha favorecido la aparición de clones multi-resistentes distribui-
dos por todo el mundo (Coffey et al., 1991; Klugman, 2002). 
Todos estos factores han llevado a que el CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention) incluya a S. pneumoniae en la categoría de “ame-
naza seria” (McCarthy, 2013) y a que ciertas cepas multirresistentes de 
neumococo hayan entrado también en la categoría de los denominados 
“supergérmenes”, que se han convertido en el problema de salud públi-
ca más acuciante en el mundo (WHO, 2017), especialmente por la inci-
dencia de enfermedades inmunosupresoras o que requieren tratamientos 
que inmunosensibilizan a los pacientes y que, por tanto, favorecen las 
infecciones oportunistas con consecuencias fatales.




La fisiología de las células de S. mitis es muy similar a la de S. pneumoniae, 
su pariente genético más cercano. Éstas crecen en parejas o en cadenas 
cortas y su forma se asemeja a una punta de flecha, con una longitud de 
unos 0,5 µm (Figura 1.2). S. mitis es una bacteria mesófila, α-hemolítica, 
anaerobia facultativa y catalasa negativa que coloniza tanto las mucosas 
como las superficies duras de la cavidad oral y forma parte de la flora 
bucal. El genoma de S. mitis ha sido secuenciado y consta de aproxima-
damente 2 millones de pares de bases que varían entre las diferentes 
cepas. Su contenido en G+C es del 40,4 % e incluye un total de 2222 
genes (TIGR CMR Genome Database, DNA Fact Table Accessed: Aug 
26, 2007).
La comparación del genoma de la cepa B6 de S. mitis con el de distin-
tas cepas de S. pneumoniae, ha permitido identificar los factores genéticos 
que los diferencian, pero además comprobar que la mayoría de los facto-
res de virulencia presentes en neumococo también están presentes en el 
genoma de S. mitis (Denapaite et al., 2010; Mitchell, 2011). Los resultados 
más interesantes muestran la presencia de 22 proteínas de unión a la coli-
na de la pared bacteriana (CBPs) en S. mitis B6 que son de sobra conoci-
das en S. pneumoniae por su implicación en la virulencia, en las interaccio-
nes con el hospedador y en la fisiología bacteriana (Denapaite et al., 2010), 
así como de otras proteínas de superficie importantes en adherencia e 
invasión (Madhour et al., 2011). Asimismo, se  ha identificado en ciertos 
aislados de S. mitis una citolisina dependiente de colesterol, denominada 
mitilisina, cuya secuencia difiere en 15 aminoácidos de la neumolisina 
Ply de neumococo (Jefferies et al., 2007). Considerando el intercambio 
genético entre ambas bacterias, este hallazgo puede tener implicaciones 
en el desarrollo de vacunas o terapias contra la enfermedad neumocócica 
basadas en Ply y sus propiedades (Jefferies et al., 2007). 
En un principio se pensaba que S. mitis no tenía cápsula. Sin embargo, 
se han encontrado secuencias de genes asociados a distintos tipos de 
cápsulas en algunas cepas (Kilian et al., 2008; Rukke et al., 2012). Al igual 
que en S. pneumoniae, las variantes capsulares serían debidas a la adapta-
ción a la respuesta inmune del hospedador y otras presiones selectivas. A 
diferencia de neumococo, el papel de la cápsula en la patogenicidad de 
S. mitis aún no ha sido establecido totalmente, excepto por sus efectos 
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negativos sobre la formación de biofilmes in vitro (Rukke et al., 2012). 
Aunque parece conferir protección frente a su eliminación por parte del 
hospedador en etapas tempranas de infección pulmonar, en modelos de 
bacteriemia la cápsula de mitis no parece jugar un papel tan importante 
en la virulencia como otros factores genéticos de la bacteria: a diferencia 
de neumococo, la cápsula no protege a mitis de su eliminación en sangre. 
Este hecho podría contribuir a explicar las diferencias en su potencial 
patogénico y estar relacionado con la evolución y adaptación de mitis 
hacia un estilo de vida preferentemente comensal (Rukke et al., 2014). 
1.3.2. Importancia clínica
A pesar de ser considerado un comensal relativamente benigno de la flora 
oral, S. mitis es también un patógeno oportunista, aunque poco frecuente, 
en niños y adultos sanos, capaz de causar desde caries a enfermedades 
invasivas (Mitchell, 2011). Dentro del grupo de los estreptococos orales 
es el principal causante de bacteriemia y también de endocarditis, una 
patología emergente que se caracteriza por la formación de acumulaciones 
de plaquetas, fibrina, microorganismos y células inflamatorias, que 
afectan a las válvulas cardiacas, en las que las cepas de S. mitis implicadas 
presentan resistencias a los antibióticos comunes (Millar & Moore, 2004, 
Seo et al., 2010). Es, además, una causa emergente de infecciones del 
torrente sanguíneo en pacientes inmunocomprometidos (Husain et al., 
2005; Shelburne et al., 2014). Por otro lado, S. mitis ha sido asociado 
a brotes del síndrome del choque tóxico con niveles de mortalidad 
superiores al 60 % (Lu et al., 2003; Tunkel & Sepkowitz, 2002). 
Figura 1.2. Streptococcus mitis.  
Imagen de microscopía 
electrónica de S. mitis 
SF100 (reproducido de 
Mitchell et al., 2007).
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Aunque se sabe poco acerca de cómo S. mitis causa estas enfermedades, la 
unión de la bacteria a las plaquetas está implicada de forma directa en la 
patogénesis de la endocarditis infecciosa (Seo et al., 2010). La capacidad 
para incorporar de forma efectiva DNA foráneo a su genoma ha favo-
recido, asimismo, el desarrollo de cepas agresivas causantes de sepsis y 
síndrome de insuficiencia respiratoria aguda (Catto et al., 1987; Elting et 
al., 1992) y las infecciones por cepas multi-resistentes se han ido convir-
tiendo gradualmente en prevalentes entre pacientes inmunodeprimidos 
(Doern et al., 1996; Matsui et al., 2013). Estos hechos han de tenerse en 
cuenta no sólo a la hora de realizar una selección apropiada de antibió-
ticos para tratar tanto la endocarditis como la bacteriemia causadas por 
S. mitis, sino también por la capacidad de éste para donar genes de resis-
tencias a S. pneumoniae (Cerdá Zolezzi et al., 2004). Por otra parte, dada 
la emergencia de cepas de S. pneumoniae no cubiertas por las vacunas, es 
crítico analizar el potencial de S. mitis como donador de genes que codi-
fican estructuras de la cápsula, dando lugar a alteración de epítopos en 
la misma, incluidos aquellos contra los que están dirigidas las actuales 
vacunas contra neumococo. 
En resumen, la incidencia clínico-sanitaria de las infecciones origina-
das por ambos patógenos, la moderada eficacia de las vacunas actuales en 
el caso de neumococo (Brueggemann et al., 2007), y la creciente aparición 
de cepas resistentes o tolerantes a antibióticos (Link-Gelles et al., 2013; 
McCormick et al., 2003; Sánchez-Tatay et al., 2008) hacen que la búsqueda 
de tratamientos alternativos contra las enfermedades causadas por am-
bos microorganismos sea una necesidad de primer orden. 
1.4. Los bacteriófagos
Los bacteriófagos (o simplemente fagos) son virus que infectan 
exclusivamente a las bacterias y constituyen las entidades más abundantes 
de la biosfera (aproximadamente 10 31) (López & García, 2004). Los 
primeros indicios de su existencia datan de 1896, cuando el químico 
británico Ernest Hanbury Hankin, estudiando la malaria y el cólera 
en la India, sugirió la presencia de actividad antibacteriana en el agua 
de los ríos Ganges y Yamuna (Hankin, 1896). La constatación de que 
esas partículas que mataban bacterias eran organismos en sí mismos 
no llegó hasta dos décadas después cuando, de forma independiente, 
I N T R O D U C C I Ó N
17
Frederick W. Twort (Twort, 1915) y Félix D’Hérelle (D’Hérelle, 1917) 
descubrieron los bacteriófagos, siendo este último quien les dio su 
nombre (Summers, 2001).
El ciclo de vida de un bacteriófago requiere la interacción con un hos-
pedador bacteriano para poder llevar a cabo su replicación (Figura 1.3). 
Atendiendo a esto, los fagos pueden clasificarse en: 
 h fagos virulentos o líticos: las células hospedadoras son destrui-
das tras la infección y replicación del virión y los nuevos virus 
quedan libres para llevar a cabo una nueva infección (ciclo lítico).
 h fagos atemperados: el genoma vírico se integra en el DNA del 
hospedador, replicándose junto con el DNA bacteriano, o perma-
nece como un plásmido, pasando a la siguiente generación cuando 
la bacteria se divide (ciclo lisogénico). 
Los fagos atemperados permanecen como un profago inactivo hasta que 
la aparición de condiciones adecuadas induce el inicio del ciclo lítico y 
con él la lisis de la bacteria hospedadora.
Algunos fagos virulentos experimentan un fenómeno conocido como 
inhibición de la lisis, mediante el cual la progenie fágica no induce la lisis 
de la célula hospedadora cuando la concentración externa de viriones es 
alta. En ocasiones, los profagos otorgan beneficios a la bacteria hospe-
dadora mientras permanecen en estado letárgico, al incorporarle nuevas 
funciones a su genoma, en un fenómeno conocido como conversión 
lisogénica (Waldor & Mekalanos, 1996; Keen, 2012).
Los fagos han contribuido de forma fundamental a la evolución de 
las bacterias. La infección por fagos atemperados conlleva la posible in-
tegración de su DNA en la bacteria, lo que ha provocado el traspaso 
tanto de genes relacionados con virulencia como con resistencias (Banks 
et al., 2002; García et al., 2005). Su abundancia en aislados clínicos de 
neumococo podría alcanzar niveles cercanos al 75 % según Ramirez et 
al., (1999), siendo también una de las causas de la diversificación génica 
y del desarrollo de nuevos serotipos de neumococo y mitis. Esto hace 
que los fagos sean también un elemento importante para la respuesta 
del organismo hospedador a las infecciones bacterianas debido, entre 
otros factores, a su contribución en la formación de biofilms, a la secre-
ción de toxinas o la producción de proteínas que alteran las propiedades 
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antigénicas de la bacteria o aumentan la resistencia al suero en Gram-
negativos (Fortier & Sekulovic, 2013; Pedulla et al., 2003). 
Los fagos de neumococo son en su mayoría atemperados (HB, Ej-1, 
MM1 y VO1 entre otros): más de la  mitad de los aislados clínicos son 
lisogénicos (Romero et al., 2009a, 2009b), aunque también existen fagos 
virulentos, como los del tipo Cp y Dp (García et al., 2005). Los fagos de 
S. mitis conocidos hasta el momento son mayoritariamente atemperados 
(SM1, ΦB6, ΦHER y ΦSK137) (Bensing et al., 2001; Llull et al., 2006; 
Romero et al., 2004) y tan sólo se ha identificado uno de tipo virulento 
(vB_SmM_GEC-S mitisM_2) (Rigvava et al., 2013) (Figura 1.4). El fago 








Figura 1.3. Ciclos de vida de un bacteriófago. Ciclo lítico: tras la adsorción y la inyección 
del material genético en la bacteria hospedadora comienza la replicación y síntesis del 
virus, continuando con su ensamblado y la liberación de la progenie, destruyendo la 
célula hospedadora. Ciclo lisogénico: tras la inyección, el material genético del virus 
se integra en el genoma bacteriano o permanece como un plásmido, a la espera de 
condiciones que provoquen la inducción y entrada en el ciclo lítico (basado en Sturino 
& Klaenhammer, 2006).
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y replicarse, además de en S. pneumoniae, en S. oralis (Ronda et al., 1989) y 
en S. mitis, quien también es susceptible de ser infectado por el fago Dp-1 
de neumococo (Ouennane et al., 2015).
El mayor obstáculo con el que se encuentran los fagos al final del 
ciclo lítico, cuando llega el momento de la liberación y dispersión de la 
progenie viral desde el interior de la bacteria, es la barrera creada por 
el PG (véase apartado 1.5). La mayoría de los fagos, entre ellos los de 
neumococo, deben causar la lisis de la bacteria para acceder al exterior e 
infectar a otras bacterias, y el deterioro de la pared debe ser rápido frente 
a un posible competidor (Young, 2014; Young et al., 2000). Para ello, to-
dos los fagos de DNA de doble cadena producen una enzima lítica que 
rompe desde el interior (endolisina) los enlaces del PG, y que requiere 
para ello, tanto en Gram-positivas como en Gram-negativas, la acción 
de unas pequeñas proteínas llamadas holinas. Las holinas se acumulan 
Figura 1.4. Bacteriófagos de S. pneumoniae y S. mitis. Micrografías electrónicas de 
los fagos de neumococo (A) Dp-1; (B) Cp-1; (C) HB-3; (D) EJ-1; (E) MM1; y de 
los fagos de mitis (F) SM1 y (G) SM1ΔAB. Barra, 100 nm. Tomado de López, 2004 y 
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en la membrana plasmática bacteriana produciendo poros de tamaño 
suficiente para que las endolisinas accedan a la pared y puedan hidrolizar-
la (Diaz et al., 1996; García et al., 1997; Martín et al., 1998; Young, 1992). 
En bacterias Gram-negativas, debido a la presencia de la membrana ex-
terna, la salida de la progenie fágica requiere, además, la participación de 
las o-spaninas (Young, 2014). 
Esta capacidad de los fagos para inducir la lisis bacteriana es una de 
las principales razones del creciente interés que suscitan los fagos líticos 
(Biswas et al., 2002; Sulakvelidze & Morris, 2001; Summers, 2001; Van-
denheuvel et al., 2015) y las endolisinas como agentes terapéuticos en 
el tratamiento específico de las infecciones causadas por sus bacterias 
hospedadoras (Fischetti, 2005; Hermoso et al., 2007; Pastagia et al., 2013) 
y de su inclusión dentro de las alternativas a los antibióticos clásicos que 
deberían potenciarse durante los próximos años (Czaplewski et al., 2016).
1.5. La pared celular bacteriana
Las bacterias han desarrollado una pared celular, a modo de exoesqueleto, 
como mecanismo de protección frente al medio externo (Figura 1.5). 
La pared da forma y rigidez a la célula, protegiéndola de su posible lisis 
osmótica o mecánica (Salton, 1994), aunque mantiene la flexibilidad 
necesaria para permitir su adaptación a los cambios morfológicos que 
la bacteria experimenta durante las fases de crecimiento, división e 
infección. El mantenimiento de la integridad de la pared celular, cuya 
estructura está en continua biosíntesis y remodelación, es esencial para 
la viabilidad de las bacterias y constituye una de las principales dianas 
para el diseño de antibióticos (Lovering et al., 2012). Además de ser el 
medio de intercambio de solutos entre el exterior y el interior celular, 
en bacterias Gram-positivas la pared celular sirve de punto de unión 
para toda una batería de proteínas implicadas tanto en procesos de 
crecimiento y división celular como en las interacciones de la célula con el 
medio exterior (McCullers & Tuomanen, 2001), desempeñando un papel 
importante en los procesos de colonización, adherencia, inflamación e 
invasión bacteriana (Greene et al., 2015; McCullers & Tuomanen, 2001; 
Tuomanen et al., 1985, 1987).
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1.5.1. El peptidoglicano
El peptidoglicano (PG) o mureína es uno de los componentes esenciales 
de la pared celular bacteriana. Se encuentra rodeando a la membrana 
citoplasmática de la mayoría de las bacterias y es el responsable del man-
tenimiento de la estructura de la célula, por lo que la inhibición de su 
biosíntesis o su degradación durante la fase de crecimiento bacteriano da 
lugar a la lisis celular (Fisher & Mobashery, 2010; Vollmer, 2008). Desde 
el punto de vista químico, el PG es un heteropolímero formado por lar-
gas cadenas glicánicas entrecruzadas por cortos segmentos peptídicos.
Tanto en bacterias Gram-positivas como en las Gram-negativas, las 
cadenas glicánicas están constituidas por residuos alternantes de N-ace-
til-glucosamina (GlcNAc) y N-acetil-murámico (MurNAc) unidos medi-
ante enlaces glicosídicos β (1→4) (Weidel & Pelzer, 1964), mientras que 
la composición de los péptidos puede variar (Garcia-Bustos & Tomasz, 
1990; Garcia-Bustos et al., 1987). La unión entre el polisacárido y la cade-
na peptídica tiene lugar a través de enlaces amida con el grupo D-lactilo 
en posición 3 del anillo de cada residuo del MurNAc. La composición 
más habitual de las cadenas peptídicas en el PG naciente de neumococo 
o mitis es L-Ala-D-isoGln-L-Lisina-D-Ala-D-Ala (Figura 1.6).
Figura 1.5. Esquema de la organización de los componentes de la membrana y la 
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El último o los dos últimos residuos de D-Ala desaparecen del PG madu-
ro tras la acción de las carboxipeptidasas, disminuyendo la  proporción 
del pentapéptido (Bui et al., 2012; Schleifer & Kandler, 1972).
En el PG de neumococo los segmentos peptídicos conectan entre sí 
las cadenas glicánicas a través de la unión del grupo carboxilo de la D-Ala 
en posición 4 y el grupo amino de la cadena lateral de la L-Lys en posi-
ción 3, bien directamente o a través de pequeños puentes peptídicos cuya 
composición más frecuente en neumococo es L-Ser-L-Ala o L-Ala-L-Ala 
(Bui et al., 2012; Fischer & Tomasz, 1985). Este entrecruzamiento de las 
cadenas glicánicas crea el entramado tridimensional que caracteriza a la 
gran macromolécula que es el PG y tiene lugar mediante una reacción 
de transpeptidación por las mismas enzimas bifuncionales que llevan a 
cabo la síntesis de las cadenas glicánicas (Fisher & Mobashery, 2010). En 
la cepa R6 de neumococo el porcentaje de monómeros no entrecruzados 
es del orden del 37 % (Bui et al., 2012). Tanto la longitud de las cadenas 
como el nivel de entrecruzamiento varía entre especies, cepas, condicio-
nes de crecimiento y/o estadio celular, factores ambientales, etc., y es 
independiente del grosor del PG (Moynihan et al., 2014; Vollmer, 2008; 
Vollmer & Seligman, 2010). La orientación de las cadenas de mureína 
respecto a la superficie de la bacteria está aún por determinar (Dmitriev 
et al., 2005; Meroueh et al., 2006; Vollmer & Seligman, 2010).
Las cadenas glicánicas sufren modificaciones estructurales secunda-
rias que pueden alterar tanto la hidrólisis como la síntesis del PG y afec-
tan, principalmente, al grupo amino en posición C2 (N-desacetilación) o 
al hidroxilo del C6 (O-acetilación) de los amino azúcares. La N-desace-
tilación del PG tiene lugar fundamentalmente en bacterias Gram-positi-
vas y puede afectar a los residuos de GlcNAc y MurNAc (Moynihan et 
al., 2014), siendo particularmente importante en el PG de neumococo 
(Vollmer & Tomasz, 2000). La O-acetilación, por el contrario, solo se ha 
observado en los residuos de MurNAc (Crisóstomo et al., 2006; Vollmer, 
2008) y aparece tanto en bacterias Gram-positivas como negativas.
1.5.2. Los ácidos teicoicos y lipoteicoicos
Neumococo contiene otros dos glicopolímeros asociados a su envuelta 
celular: los ácidos teicoicos (WTAs) o polisacárido C, unidos covalente-
mente al PG a través de la posición 6 del MurNAc (Figura 1.6) y los áci-
dos lipoteicoicos (LTAs) o antígeno de Forssman, anclados mediante un 
glicolípido a la membrana celular (Fischer, 2000). A diferencia de lo que 
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ocurre en otras bacterias Gram-positivas, la composición de ambos es 
idéntica en neumococo y están formados por unidades repetidas del pen-
tasacárido representado en la Figura 1.7, cuya principal característica es 
la presencia de fosforilcolina (P-Col) como sustituyente en los residuos 
de N-acetil-galactosamina (GalNAc) (Fischer, 2000; Gisch et al., 2013).
La envuelta celular de S. mitis también posee WTAs y LTAs prácti-
camente con la misma composición que en S. pneumoniae y que, al igual 
que éstos, contienen colina (Denapaite et al., 2012). La mayoría de las 
cepas biovar 1 y otras variantes de mitis presentan un WTA adicional, 
ausente en neumococo, que no contiene ni ribitol ni glicerol-fosfato. 
Su unidad repetitiva es un heptasacárido de galactosa y glucosa que carece 
de fosforilcolina (Figura 1.8) y se considera como el antígeno propio de 





































Figura 1.6. Representación esquemática de los componentes del peptidoglicano 
de S. pneumoniae. Se señalan los enlaces hidrolizados según el tipo de actividad 
enzimática que pueden presentar las PG hidrolasas.














































































































































































































































   































Figura 1.7. Estructura de los LTAs de 
S. pneumoniae. Según el modelo 
propuesto por Gisch et al., (2013) La 
unidad repetitiva básica (UR) está 
formada, de izquierda a derecha, 
por: dos residuos de N-acetil-
galactosamina (GalNAc) sustituidos 
en posición 6 por fosforilcolina 
(P-Col), ribitol-5-fosfato, glucosa (Glc) 
y. diacetoamidotridesoxigalactosa 
(AATGal). Los residuos de ribitol-5-
fosfato pueden estar sustituidos por 
D-Ala y, en determinadas condiciones 
y cepas, la última repetición puede 
carecer de los dos residuos de P-Col. 
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Por su distribución homogénea sobre la pared celular, los WTAs y LTAs 
podrían actuar como barrera para evitar la difusión de nutrientes y meta-
bolitos (Beveridge, 1981; Fischer et al., 1993). Además, la carga negativa 
de los grupos fosfato les confiere la capacidad de formar quelatos, au-
mentando así la rigidez de la pared celular  (Neuhaus & Baddiley, 2003), 
mientras que los grupos D-Ala unidos al ribitol-fosfato confieren a la 
bacteria resistencia frente a la acción de péptidos antimicrobianos de tipo 
catiónico (Kovács et al., 2006). Los LTAs están también implicados en 
la respuesta inmune del hospedador, iniciando las cascadas inflamatorias 
por la activación de la vía del complemento (Draing et al., 2006; Seo et al., 
2008; Weidenmaier & Peschel, 2008). 
Neumococo es auxótrofo para la colina (Rane & Subbarow, 1940), 
un aminoalcohol abundante en eucariotas pero muy raro en bacterias. 
La P-Col tiene un papel importante en la patogenicidad del neumoco-
co. Participa directamente en la internalización de la bacteria, interaccio-
nando con los receptores celulares del factor de agregación plaquetario 
o PAF (Cundell et al., 1995; Hergott et al., 2015) y, durante el proceso 
de inflamación, es reconocida por la proteína C-reactiva humana, im-
plicada en la respuesta inmune del hospedador (Mold et al., 1982). Por 
otra parte, los residuos de P-Col actúan como receptores para toda una 
familia de proteínas codificadas tanto por S. pneumoniae como por S. mi-
tis, denominadas genéricamente CBPs (del inglés “Choline Binding Pro-
teins”), entre las que se encuentran las enzimas producidas para hidro-
lizar los enlaces de la pared celular (PG hidrolasas). Las alteraciones en 
la incorporación de colina a la pared celular de neumococo afectan a 
la composición de la misma, y los cambios morfológicos observados 
en el crecimiento de las células y en la separación de las células hijas 
pueden explicarse por la disminución de la actividad de las PG hidrolasas 
(De Las Rivas et al., 2002; Sanchez-Puelles et al., 1986; Tomasz, 1968).
Figura 1.8. Unidad repetitiva del WTA específico de Streptococcus mitis. Presente de 
forma adicional en ciertas cepas biovar 1, junto con los WTA típicos de neumococo 
(Bergström et al., 2000). Gal, galactosa; Glc, glucosa; p y f, formas piranosa y furanosa, 
respectivamente.
6)-[β-D-Galp-(1→6)]2-β-D-Galf-(1→3)-β-D-Glcp-(1→6)-β-D-Galf-(1→6)-α-D-Galp-(1→6)-α-D-Glcp-1-P-(O→
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Aunque la P-Col es un componente poco habitual en bacterias, está pre-
sente en las estructuras periféricas de otros patógenos del tracto respira-
torio como son S. oralis, S. constellatus, Neisseria meningiditis, y S. pseudopneu-
moniae (Gosink et al., 2000; Kilian et al., 2008) y en la mayoría de las cepas 
de S. mitis (las que no presentan colina contienen etanolamina), mientras 
que las cepas de S. infantis muestran un contenido variable de los dos 
epítopos (Kilian et al., 2008). Las cepas de S. mitis podrían codificar para 
22 CBPs mientras que S. oralis podría codificar 10 (Madhour et al., 2011). 
Por otro lado, un número importante de las CBPs de la cepa B6 de S. mi-
tis no se encuentra en S. pneumoniae (Denapaite et al., 2010; Hakenbeck et 
al., 2009), mientras que otras están presentes en muchas cepas de S. mitis, 
S. oralis, y S. pneumoniae (Madhour et al., 2011; Moscoso et al., 2005). La 
secuenciación de numerosos genomas bacterianos en los últimos años 
ha puesto también de manifiesto la posible existencia de proteínas simi-
lares a las CBPs de neumococo y de otros estreptococos del grupo Mitis 
(García et al., 2000) en otras familias bacterianas más alejadas filogené-
ticamente como Actinomycetaceae; Bacillaceae, Coriobacteriaceae, Clostridiaceae, 
Lachnospiraceae (Del Cerro et al., 2013; Demarest et al., 2005;García et al., 
2000; Ho et al., 2005), Carnobacteriaceae (Morales, 2014), Eubacteriaceae y 
Erispelotrichaceae (Ogawa et al., 2011; To & Nagai, 2007). Su presencia ha 
sido descrita también en el lipo-oligosacárido de Haemophilus influenzae no 
tipable (Young et al., 2013).
1.6. Peptidoglican-hidrolasas codificadas por S. pneumoniae, 
S. mitis y sus bacteriófagos
Las PG hidrolasas o murein hidrolasas bacterianas hidrolizan de forma es-
pecífica los enlaces covalentes del peptidoglicano y, en consecuencia, par-
ticipan en la remodelación continua que éste experimenta, principalmen-
te durante los procesos de crecimiento y división celular. Eventualmente, 
estas enzimas pueden causar la lisis celular, recibiendo entonces el nom-
bre de autolisinas; por ello se encuentran altamente reguladas (Vollmer 
et al., 2008). La actividad hidrolítica de algunas de las PG hidrolasas de 
neumococo y mitis requiere su unión a la envuelta bacteriana, mediante 
el reconocimiento de los residuos de colina presentes en WTAs y LTAs. 
La presencia de colina en la pared celular de ambos microorganismos 
parece haber condicionado también la estructura de las endolisinas 
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codificadas por sus fagos, con excepción del fago Cp-7 de S. pneumoniae, 
cuya endolisina, Cpl-7, hidroliza bacterias crecidas en presencia de colina 
o etanolamina (Llull et al., 2006; López & García, 2004; Romero et al., 2004). 
      Las PG hidrolasas dependientes de colina muestran una organización 
modular de la cadena polipeptídica y contienen, al menos, un módulo de 
unión a colina (CBM) que determina la especificidad hacia el sustrato, y 
otro catalítico que determina el tipo de enlace hidrolizado (Figuras 1.6 
y 1.9).
Dependiendo del tipo de enlace hidrolizado las PG hidrolasas se 
clasifican en:
 h Amidasas (N-acetil-muramoil-L-alanil amidasas): hidrolizan el 
enlace amida entre el grupo D-lactilo del MurNAc y el grupo ami-
no de la L-alanina del segmento peptídico.
 h Glucosaminidasas: pertenecen a la familia de las glicosil hidro-
lasas e hidrolizan el enlace β (1→4) entre los residuos de GlcNAc 
y MurNAc. 
 h Lisozimas o  muramidasas: también pertenecen a la familia de 
las glicosil hidrolasas. Son β-N-acetilmuramidasas e hidrolizan el 
enlace glicosídico MurNAc β (1→4) GlcNAc.
 h Transglicosilasas: tienen la misma actividad que las lisozimas 
pero generan 1,6-anhidromurámico, bloqueando el extremo re-
ductor de la cadena glicánica tras la hidrólisis.
 h Endopeptidasas y carboxipeptidasas: hidrolizan los enlaces 
peptídicos, aunque las carboxipeptidasas se limitan a separar sola-
mente el aminoácido C-terminal del segmento peptídico.
 h Fosforilcolin esterasas: dentro de las PG hidrolasas de neumo-
coco y mitis también se incluye a Pce, la enzima que libera los 
residuos de fosforilcolina de los WTAs y LTAs y que hidroliza al 
PAF (Hermoso et al., 2005; Hergott et al., 2015)
El CBM está formado por la repetición en tándem de un motivo 
conservado de secuencia que contiene 17 - 23 aminoácidos, variando 
el número de repeticiones y su posición en la cadena de unas enzimas 
a otras (Llull et al., 2006; López & García, 2004; Romero et al., 2004) 
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y, en algunos casos, en una misma enzima, varía de unas cepas a otras 
(Moscoso et al., 2005). CbpD contiene, además, una o dos repeticiones 
SH3b que reconocen el peptidoglicano (Eldholm et al., 2010), y están 
presentes también en la región catalítica de LytB junto con un dominio 
de tipo WW (Bai et al., 2014). 
Las PG hidrolasas dependientes de colina codificadas por neumoco-
co y mitis muestran el mismo tipo de organización modular aunque, en 
mitis, el número de repeticiones del CBM de LytB es menor (Moscoso et 
al., 2005) y CbpD contiene una sola repetición de tipo SH3b (Figura 1.9). 
Los módulos catalíticos, con cuatro tipos de actividades enzimáticas dis-
tintas, pertenecen a seis familias diferentes, incluidas las endolisinas codi-
ficadas por los fagos. El módulo catalítico de LytA, tanto en S. pneumoniae 
como en S. mitis, pertenece a la familia Amidasa_2 y es compartido por 
las endolisinas de fagos de neumococo (Hbl, del fago Hb-3) y mitis (Ejl, 
del fago Ej-1) cuyos CBMs contienen también el mismo número de repe-
ticiones (Romero et al., 2004). El módulo lisozima GH-25 de la autolisina 
LytC (neumococo y mitis) aparece también en varias endolisinas (Cpl-1, 
Cpl-9 y Cpl-7) de fagos, aunque LytC difiere tanto en la posición como 
en el número de repeticiones del CBM con respecto a las dos primeras, 
y en el tipo de repeticiones de unión a la pared celular con respecto a 
Cpl-7 (3 repeticiones CW_7). CbpD comparte un dominio catalítico de 
tipo CHAP (actividad cisteína-histidina amidohidrolasa/peptidasa) con 
la amidasa Skl del fago ΦSK137 de mitis, aunque el tipo de actividad 
específico de CbpD no ha sido establecido (Eldholm et al., 2010; Llull et 
al., 2006).
La similitud es también evidente entre las enzimas codificadas por sus 
respectivos fagos; así, la endolisina Gp56 codificada por ΦSM1 de mitis 
comparte con la amidasa Pal, producida por el fago Dp-1 de neumococo, 
tanto el tipo de módulo catalítico, Amidasa_5, como el número de repe-
ticiones que conforman sus CBMs (Siboo et al., 2003).
Figura 1.9. PG hidrolasas de S. pneumoniae, S. mitis y sus bacteriófagos. Represen-
tación esquemática de la organización modular de las PG hidrolasas de neumococo, 
sus equivalentes en mitis, y ejemplos representativos de las endolisinas codificadas por 
sus bacteriófagos. El tipo de actividad catalítica (amidasa o peptidasa) de CbpD no ha 
sido demostrado experimentalmente. La representación del módulo de unión a colina 
(CBM) refleja el número de repeticiones que lo forman y en los módulos catalíticos se 
indica el tipo de actividad y la familia a la que pertenecen. Los motivos CW_7, exclusi-
vos de Cpl-7 en las endolisinas de los fagos de neumococo, reconocen, al igual que los 
motivos SH3b y WW, el PG de la bacteria.
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Como ya se comentó en el apartado 1.4, la estrecha relación entre el 
profago y la bacteria hospedadora proporciona un ambiente ideal para 
que, sin afectar a la viabilidad del sistema, se produzcan intercambios 
de material genético que podrían dar lugar a la aparición de variantes 
de las enzimas líticas que reportaran ventajas evolutivas al fago, a la cé-
lula hospedadora o a ambos (López et al., 2000; Morales et al., 2010). 
La comparación de las secuencias de las PG hidrolasas codificadas por 
neumococo y sus bacteriófagos apoya la existencia de una coevolución 
(García et al., 1988, 1990), y su estudio ha aportado una de las primeras 
evidencias experimentales a la teoría de la evolución modular de las pro-
teínas (Sánchez-Puelles et al., 1990; Sanz et al., 1992, 1993; Usobiaga et 
al., 1996), incluida la construcción de enzimas quiméricas entre distintos 
pares de enzimas, como la autolisina LytA y las endolisinas Cpl-1, Cpl-7 
y Pal (Díaz et al., 1990, 1991; Blázquez et al., 2016), LytC y Cpl-1 (Pérez-
Dorado et al., 2010), o las endolisinas Cpl-1 y Cpl-7 (Díez-Martínez et 
al., 2015). En todos los casos las proteínas construidas fueron activas y 
mostraban la especificidad de enlace y de sustrato correspondientes al 
módulo catalítico y al módulo de unión a la pared celular utilizados. Del 
mismo modo, la endolisina Pal puede considerarse una quimera natural 
originada por la fusión de dos genes, uno de origen desconocido que 
codifica el módulo catalítico y que se encuentra presente en fagos de 
Lactococcus lactis y S. mitis (Sheehan et al., 1997; Siboo et al., 2003), y otro 
que codifica el CBM presente en las otras amidasas. 
1.6.1. Estructura de las CBPs
Hasta el momento se han resuelto las estructuras completas de cuatro 
CBPs con actividad PG hidrolasa: LytA, LytC, Pce y Cpl-1 (Li et al., 2015; 
Pérez-Dorado et al., 2010; Hermoso et al., 2005, 2003), además de la re-
gión catalítica de LytB (Bai et al., 2014) y una repetición CW_7 de Cpl-7 
(PDB: 4CVD).
Cada una de las repeticiones que forman el CBM se pliega formando 
una horquilla-β (de unos 5 aminoácidos por hebra) seguida de un bucle que 
contiene un giro y una zona en conformación extendida y que enlaza con 
la siguiente repetición (Figuras 1.10 y 1.11). Las horquillas-β se disponen 
a su vez formando una superhélice a izquierdas, en la que la repetición 
(pn) es paralela a la (pn+3) y los sitios de unión a colina canónicos se sitúan 
en las interfaces hidrofóbicas creadas por tres residuos aromáticos proce-
dentes de dos horquillas consecutivas (pn y pn+1), y un residuo hidrofóbico 
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localizado en el bucle que une pn+1 y pn+2 (Fernández-Tornero et al., 
2001;Hermoso et al., 2003; Figura 1.10 A).
Además de estos sitios de unión a colina, se han identificado sitios 
de unión no canónicos en diversas CBPs. Tanto LytA (Li et al., 2015; 
Mellroth et al., 2014) como Pce (Hermoso et al., 2005) tienen un sitio for-
mado por dos residuos aromáticos de la primera repetición y un tercero 
procedente del conector de la segunda o la primera repetición, respecti-
vamente (Figura 1.10 B y C). 
Figura 1.10. Tipos de sitios de unión a colina. (A) Sitio canónico de LytA situado entre 
la cuarta y la quinta repetición. (B) Sitio no canónico de LytA formado por residuos de la 
primera repetición. (Li et al., 2015). (C) Sitio no canónico de Pce localizado entre la parte 
posterior del módulo catalítico y la primera repetición, ocupado por una molécula de Bis-
Tris (Hermoso et al., 2005). (D) Sitio de unión a colina de LytC formado por seis residuos 
aromáticos de tres repeticiones consecutivas (secuencias GYMA) (Pérez-Dorado et al., 
2010). Se muestran los residuos responsables de la unión de colina (representación de 
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En LytC (Figura 1.10 D) aparece un nuevo tipo de sitio de unión cons-
tituido por seis aminoácidos aromáticos procedentes de tres repeticiones 
consecutivas (pn a pn+2), lo que aumenta el tamaño de la cavidad. Presenta 
una secuencia característica (Gly-Tyr-Met-Ala, GYMA) al final de la re-
petición i +2, proponiéndose que los tres residuos aromáticos adicionales 
podrían interaccionar con el grupo fosfato de la P- Col o los anillos de 
GalNAc a los que se unen (Pérez-Dorado et al., 2010).
Las estructuras de LytA y C-LytA cristalizadas corresponden al dí-
mero estabilizado en presencia de colina (Figura 1.11 A) (Fernández-
Tornero et al., 2001; Li et al., 2015). El módulo catalítico, de tipo Ami-
dasa_2, es un dominio globular que adopta el plegamiento típico de una 
N-acetil-muramoil-L-alanil amidasa dependiente de Zn, con una lámina 
central compuesta de siete hebras-β flanqueadas por seis hélices-α. Posee 
un átomo de Zn2+coordinado octaédricamente en el centro activo (Li et 
al., 2015). La dimerización de LytA, potenciada por la unión de colina 
(Usobiaga et al., 1996), tiene lugar a través del extremo C-terminal. Los 
monómeros, dispuestos en un ángulo de unos 85 º según el cristal de la 
proteína completa (PDB: 4X36; Li et al., 2015), forman una estructu-
ra tipo bumerán, donde los módulos catalíticos se sitúan en los extre-
mos del mismo, en posición trans uno respecto al otro (Figura 1.11 A). 
El ángulo de dimerización también es de 85 º en la estructura de C-LytA 
de Fernández-Tornero et al. (2001) (PDB: 1HCX) y en la propuesta por 
Mellroth et al. (2014) (PDB: 4IWT) pero aumenta hasta 110 º en la segun-
da estructura de C-LytA obtenida por Fernández-Tornero et al. (2002) 
(PDB: 1H8G), lo que podría sugerir una cierta flexibilidad entre los bra-
zos del dímero, aunque no se ha podido confirmar mediante SAXS (Mell- 
roth et al., 2014).
LytC contiene un módulo catalítico lisozima perteneciente a la familia 
GH25 de las glicosil hidrolasas, con un plegamiento característico de tipo 
barril (βα)5 β3 compuesto de ocho hebras flanqueadas por cinco hélices-α, 
que alberga el sitio catalítico (Figura 1.11 B). El CBM, compuesto de 
11 repeticiones organizadas en dos dominios (NI: repeticiones p1 - p9 y 
NII: repeticiones p10 y p11), parece requerir de la unión de colina para 
su correcto plegamiento y estabilización como forma activa monomérica 
(Monterroso et al., 2008). 
El módulo catalítico de Pce está formado por un sándwich αβ-βα (Fi-
gura 1.11 C), mientras que el CBM, formado por diez repeticiones y una 
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Figura 1.11. Estructuras 3D de CBPs con actividad hidrolasa. (A) Dímero de LytA 
formado a través de la última repetición y la horquilla-β C-terminal del CBM (PDB: 
4X36, Li et al., 2015); (B) LytC (PDB: 2WW5, Pérez-Dorado et al., 2010); (C) Pce 
(PDB: 2BIB, Hermoso et al., 2005); (D) Cpl-1 (PDB: 1OBA, Hermoso et al., 2003). En 
verde: CBMs; amarillo: módulo catalítico tipo Amidasa_2; naranja: módulo lisozima 
de la familia GH25; rojo: módulo catalítico con actividad fosforilcolin esterasa. Los 
“linkers” se muestran en gris. Las moléculas de colina unidas a las formas cristalizadas se 
muestran mediante un modelo de esferas y varillas. En Pce los sitios de unión de colina 
están ocupados por moléculas de Bis-Tris (análogo estructural de la molécula de colina). 
El sitio 2 de LytA está ocupado por la Lys265 de un CBM adyacente (modelo de varillas 
en magenta). Las esferas en cian y morado representan, respectivamente, los átomos de 
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extensión C-terminal de función desconocida, presenta el plegamiento 
típico de la familia (Hermoso et al., 2005). 
En Cpl-1, cuyo módulo catalítico lisozima GH25 es análogo al de 
LytC, la estructura del CBM se desvía del plegamiento en superhélice 
característico de la familia (Figura 1.11 D). Aunque la estructura secun-
daria está conservada en todas las repeticiones, las dos últimas ( p5 y p6) 
y el extremo C-terminal (en verde más oscuro en la figura) se organizan 
formando una hoja-β antiparalela, cuya última hebra se encuentra in-
sertada en una cavidad hidrofóbica entre el CBM y el módulo catalítico 
(Hermoso et al., 2003). Este cambio en el plegamiento global hace que el 
número de sitios canónicos funcionales en Cpl-1 sea menor que el núme-
ro de posibles sitios basado en la secuencia. 
Algunas enzimas con CBM experimentan el denominado fenómeno 
de la conversión: presentan una forma C completamente activa en pre-
sencia de colina o paredes portadoras de la misma, y una forma E de baja 
actividad cuando no han sido expuestas a la acción de colina, o tras diá-
lisis en ausencia de la misma. Sin embargo, LytA sólo presenta la forma 
C una vez que ha sido expuesta a un entorno con colina, no pudiendo 
recuperarse la forma E con diálisis. Este hecho se ha relacionado con los 
aminoácidos de la última repetición, en concreto la Val317, aunque la 
Tyr294 y la Leu314 también parecen estar implicadas, en menor medida, 
en este fenómeno (Romero et al., 2004, 2007). Las CBPs cuyo penúlti-
mo aminoácido no es valina son susceptibles a la conversión reversible 
y pérdida parcial de actividad, que recuperan incubándose 5 min a 4 ºC 
en presencia de colina o paredes que la contengan (Díaz et al., 1992) sin 
que aún hayan sido desvelados los cambios estructurales, posiblemente 
sutiles, que provocan este comportamiento.
Todo lo expuesto pone de manifiesto la enorme versatilidad de los 
CBMs que, además de actuar como receptores de colina, son capaces de 
mediar las interacciones entre dominios y la dimerización de determina-
das CBPs (Buey et al., 2007; Hermoso et al., 2003, 2005; Usobiaga et al., 
1996; Varea et al., 2000).
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1.6.2. Skl, una amidasa dependiente de colina codificada por el 
profago ΦSK137 de S. mitis
El fago ΦSK137 de Streptococcus mitis codifica para una PG hidrolasa, Skl 
(288 aa, 33.377 Da) con actividad N-acetilmuramoil-L-alanil amidasa 
(EC 3.5.1.28) (Llull et al., 2006). Experimentos previos muestran que Skl 
es capaz de hidrolizar tanto paredes de S. mitis como de S. pneumoniae, 
siendo su actividad óptima a pH 6,5 y 30 ºC. Se ha sugerido también 
que la presencia de cationes divalentes puede ser un factor determinante 
para la estabilidad y/o la actividad (Llull et al., 2006). Atendiendo a su se-
cuencia, Skl contiene en posición C-terminal un CBM formado por seis 
repeticiones seguidas de  un segmento de 15 aminoácidos en el extremo 
C-terminal (Figura 1.9), estrechamente relacionados en secuencia con el 
CBM de LytA (64 % identidad; 88 % similitud). Skl consta, además, de 
un módulo catalítico, situado en posición N-terminal, perteneciente a la 
familia CHAP (Pfam: PF05257).
La familia CHAP es una de las 65 familias que conforman el clan 
CA de las peptidasas. Los dominios de tipo CHAP están formados por 
entre 110 y 140 aminoácidos y están presentes en proteínas de bacterias, 
bacteriófagos, arqueas (Archaea) y eucariotas de la familia Trypanosomidae 
(Rigden et al., 2003). Muchas de las proteínas de tipo CHAP están aún sin 
caracterizar, pero se ha propuesto que podrían actuar principalmente en 
la hidrólisis del PG. Están incluidas en la familia estructural alfa + beta 
donde, según las predicciones previas de estructura secundaria, el extremo 
N-terminal estaría formado por hélices-α y el C-terminal, por hebras-β. 
Durante el desarrollo de este trabajo se han publicado las estructuras 
tridimensionales de diversos dominios CHAP (Bartual et al., 2014; Gu et al., 
2014; McGowan et al., 2012; Pai et al., 2006; Rossi et al., 2009; Sanz-Gaitero 
et al., 2014) que muestran una topología típica del clan CA o tipo papaína 
ααβββββαβ (Barrett & Rawlings, 1996; Kamphuis et al., 1984) compuesta 
de una lámina β en forma de silla, con dos o tres hélices-α flanqueantes 
(Figura 1.12). La estructura muestra un bolsillo hidrofóbico entre dos 
de las hebras-β y una de las hélices, donde se localizan los aminoácidos 
catalíticos. Todos ellos contienen una cisteína, situada al comienzo de una 
hélice-α, y una histidina, en el inicio de una hebra-β, que forman parte 
del sitio activo, habiéndose sugerido que la cisteína catalítica actuaría 
según un mecanismo de ataque nucleofílico (Bateman & Rawlings, 2003; 
Rigden et al., 2003). En algunas de las estructuras publicadas se ha 
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Figura 1.12. Estructuras 3D de dominios CHAP. (A) Proteína secretada SSP0609 de 
Staphylococcus saprophyticus (PDB: 2K3A, Rossi et al., 2009); (B) lisina LysGH15 del 
fago GH15 de estafilococos (PDB: 4OLK, Gu et al., 2014); (C) proteína PcsB de 
Streptococcus pneumoniae (PDB: 4CGK, Bartual et al., 2014); (D) dominio CHAPK de la 
endolisina LysK del bacteriófago K de Staphylococcus aureus (PDB: 4CSH, Sanz-Gaitero 
et al., 2014); (E) dominio amidasa de la proteína bifuncional glutationil espermidina 
sintetasa/amidasa (GspS) de Escherichia coli (PDB: 2IO8, Pai et al., 2006); (F) lisina PlyC, 
originaria de un fago de estreptococos (PDB: 4F88, McGowan et al., 2012). Los residuos 
catalíticos invariables (Cys e His en todas las estructuras) así como los considerados con 
implicación en la catálisis se muestran mediante modelo de bastones. Las esferas en cian 
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propuesto y/o estudiado además la implicación en la catálisis, mediante 
estabilización por transferencia de carga, de un tercer e incluso un cuarto 
residuo polar (Rossi et al., 2009).
1.7. Aplicaciones biomédicas de fagos y PG hidrolasas líticas: 
terapia fágica y enzibióticos
La capacidad de los bacteriófagos para lisar a sus bacterias hospedadoras, 
su gran diversidad y su elevada especificidad hicieron que, poco después 
de su descubrimiento, se propusieran como herramientas de control de 
la población bacteriana (D’Herelle, 1931). La terapia fágica se convirtió 
de hecho, durante años, en una práctica común en Estados Unidos y la 
antigua Unión Soviética (Summers, 2012). El escaso conocimiento de 
la biología de los fagos y el desarrollo de los antibióticos en los años 
50, unidos a otros factores políticos y culturales, hicieron que el uso de 
esta estrategia se relegara progresivamente tanto en Europa occidental 
como en EEUU (Summers, 2001), aunque el Instituto Eliava de Tiflis 
(Georgia), fundado por Felix d’Herelle y George Eliava (Hanlon, 2007), 
ha seguido desarrollando técnicas para la obtención y selección de bac-
teriófagos utilizados contra diversas infecciones bacterianas (Abedon et 
al., 2011; Chanishvili, 2012). A partir de los años 80 y 90, y como conse-
cuencia de la creciente aparición de resistencias a los antibióticos, surgió 
un interés renovado en el empleo de la terapia fágica no solo en medicina, 
sino como método de control y/o eliminación de patógenos en pro-
ductos de consumo humano (Monk et al., 2010; Sharma, 2013), debido 
fundamentalmente a:
 h la especificidad de los fagos hacia la bacteria hospedadora
 h su capacidad de matar bacterias sin contribuir a la aparición de 
resistencias
 h el bajo coste y la simplicidad de su producción
 h su seguridad para el ser humano, los animales y el medio ambiente 
(Hanlon, 2007). 
A todas estas ventajas se suman también i) el hecho de que la carga fágica 
inicial se multiplique exponencialmente tras alcanzar el objetivo, ii) la ca-
pacidad de los bacteriófagos para atravesar la barrera hemato-encefálica 
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(Alisky et al., 1998), y iii) su capacidad de adaptación a la evolución de 
las bacterias hacia formas resistentes a los antibióticos. Los potenciales 
inconvenientes derivan principalmente de una adecuada selección de los 
fagos que, además de ser fagos de tipo virulento y no codificar ningún 
factor de virulencia o toxina, deberían ser relativamente fáciles de pro-
ducir a gran escala y permanecer estables bajo condiciones estándar de 
almacenamiento y temperatura (Brussow, 2005; Loc-Carrillo & Abedon, 
2011).
Una variante de la terapia fágica es la utilización de productos aislados 
de los bacteriófagos para el tratamiento o la prevención de las infeccio-
nes bacterianas, como es el caso de los denominados enzibióticos. Este 
término, un híbrido de las palabras “enzima” y “antibiótico”, fue utiliza-
do por primera vez por Nelson et al. (2001) para designar a las endolisinas 
codificadas por bacteriófagos - o a las autolisinas bacterianas- capaces de 
inducir, desde el exterior, la lisis bacteriana de forma rápida y específica, 
actuando como agentes antibacterianos. Más ampliamente, se ha sugeri-
do que en la definición de enzibiótico deberían incluirse todas aquellas 
enzimas que muestren actividad antibacteriana y/o antifúngica (Biziu-
levicius et al., 2008; Veiga-Crespo et al., 2007). Sus posibles aplicaciones 
incluyen desde el tratamiento/prevención de infecciones (Gu et al., 2011; 
Nelson et al., 2001) o la detección de bacterias en pacientes (Bernstein & 
Fischetti, 1997), hasta la descontaminación de material médico y la pre-
servación de alimentos, bebidas y otros productos (Oliveira et al., 2015; 
Schmelcher et al., 2015; Trudil, 2015).
El uso de las enzimas líticas supone una novedosa alternativa a los 
antibióticos clásicos puesto que utilizan un nuevo mecanismo de acción 
terapéutica (la hidrólisis de la pared celular bacteriana), actúan sobre un 
rango único o muy limitado de especies bacterianas y, por tanto, preser-
van la microflora normal (Loeffler et al., 2001; Fischetti, 2008). Además, 
la probabilidad de generar resistencias es baja, posiblemente por actuar 
sobre un elemento esencial para la viabilidad de la bacteria como es el PG 
(Borysowski & Górski, 2009).
Los enzibióticos son capaces de eliminar bacterias a nivel profiláctico 
y en infecciones sistémicas o localizadas, como se ha demostrado con 
modelos animales de sepsis, endocarditis, neumonía o meningitis, y tam-
bién tópicamente, en descolonización de piel y mucosas (McCullers et al., 
2007; Schuch et al., 2002; Pastagia et al., 2011). Como proteínas, las lisi-
nas son potencialmente antigénicas. Debido a ello, podrían suponer un 
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problema a la hora de su administración y uso como enzibióticos, tanto 
por posibles reacciones inflamatorias como por su eliminación o inuti-
lización por parte de los anticuerpos del sistema inmune, disminuyendo 
así su eficacia. Sin embargo, los estudios in vitro e in vivo realizados hasta el 
momento muestran que los anticuerpos generados no son neutralizantes 
(Pastagia et al., 2013). La liberación de fragmentos de la pared bacteriana 
podría también inducir un aumento en la producción de citoquinas y 
en la respuesta inflamatoria por parte del hospedador. Las diferencias 
de comportamiento observadas según el modelo de infección utilizado 
(Doehn et al., 2013; Entenza et al., 2005; Witzenrath et al., 2009) hacen 
necesarios más estudios para evaluar la posible respuesta, si bien publica-
ciones recientes parecen inclinarse hacia su viabilidad y ausencia de efec-
tos adversos: los experimentos con LysGH15 muestran que, en ratones, 
es capaz de eliminar MRSA y que, aunque se activa la respuesta inmune 
humoral, sigue siendo capaz de actuar eficazmente sin verse afectada por 
la acción de los anticuerpos ni inducir inflamación (Zhang et al., 2016).
1.7.1. Lisinas de diseño
La gran especificidad de las lisinas codificadas por Gram-positivos y sus 
fagos está directamente relacionada con su organización modular, es de-
cir, con la incorporación a sus secuencias de dominios catalíticos junto a 
dominios de unión a la pared celular, que reconocen elementos de la mis-
ma específicos del género o la especie, y a veces, incluso de la cepa (Briers 
et al., 2014; Farkasovská et al., 2003; Loessner et al., 2002; López & García, 
2004; Vollmer, 2008). Esta organización modular, y el hecho de que los 
dominios estén conectados por cortos segmentos peptídicos, facilitan el 
intercambio y/o la adición de módulos. Por otro lado, al actuar desde el 
exterior de la bacteria, las diferencias en la composición y distribución 
de cargas de la pared o la cápsula, o en la propia superficie de la lisina, 
pueden ser relevantes tanto para la eficacia catalítica como para la espe-
cificidad de sustrato (Díez-Martínez et al., 2013, 2015; Low et al., 2011).
En el caso de las bacterias Gram-negativas, la utilización de las lisi-
nas como enzibióticos requiere el desarrollo de estrategias adicionales 
que faciliten su acceso al PG, dificultado por la presencia de la mem-
brana externa y el lipopolisacárido asociado a la misma. En general, en 
Gram-negativas, son proteínas típicamente globulares, aunque se han 
identificado algunas estructuras modulares (Gerstmans et al., 2016). 
Algunas endolisinas tienen una capacidad bactericida innata frente a es-
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pecies Gram-negativas, atribuida a la presencia de un dominio N- o C-
terminal que interfiere con la capa negativamente cargada del lipopolisa-
cárido (Lai et al., 2011; Lood et al., 2015). La fusión, en las denominadas 
artilisinas, de un péptido desestabilizador del lipopolisacárido asociado a 
la membrana externa (Briers et al., 2014), la combinación con un trans-
portador de la membrana externa (Lukacik et al., 2012), o la utilización de 
agentes capaces de perturbar la estructura de la misma (Briers et al., 2011; 
Díez-Martínez et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Walmagh et al., 2013) son 
algunas de las posibilidades exploradas hasta el momento. Recientemente 
se ha demostrado la capacidad de ciertos péptidos cargados, relacionados 
en secuencia con el extremo C-terminal de la lisina fágica PlyF307, para 
actuar sobre Gram-negativos (Acinetobacter baumannii), llegando a la prác-
tica esterilización de los cultivos (Thandar et al., 2016).
Es por todo esto que, aparte del interés en las lisinas naturales, existe 
un interés creciente en las lisinas “de diseño” creadas a partir de modifi-
caciones de las formas silvestres (por intercambio o adición de módulos, 
modificación de cargas, inserción de péptidos cargados, etc.), para ob-
tener actividades, estabilidades o biodisponibilidades mejoradas (Briers 
et al., 2007; Díez-Martínez et al., 2013, 2015; Farkasovská et al., 2003; 
Fenton et al., 2010; Loessner et al., 2002; Pastagia et al., 2011; Yang et al., 
2014a) o, según el objetivo, con mayor o menor espectro de acción (Díez-
Martínez et al., 2013; Yang et al., 2014b).
En el caso de neumococo, tanto su principal autolisina LytA, como 
las lisinas fágicas Cpl-1 y Pal, han demostrado su capacidad para actuar 
como enzibióticos en diversos modelos animales de colonización o in-
fección (sepsis, endocarditis o neumonía) por neumococo y otras bacte-
rias que contienen colina en sus TAs, sin afectar a la microbiota normal 
(Jado et al., 2003; Loeffler & Fischetti, 2003; Loeffler et al., 2001, 2003; 
Rodríguez-Cerrato et al., 2007a). Pueden actuar de forma sinérgica cuan-
do se administran conjuntamente (Rodríguez-Cerrato et al., 2007b), o en 
combinación con ciertos antibióticos (Djurkovic et al., 2005; Rodríguez-
Cerrato et al., 2007b; Vouillamoz et al., 2013), incluso frente a cepas re-
sistentes a penicilina (Jado et al., 2003; Loeffler & Fischetti, 2003). LytA 
y las endolisinas Cpl-1 y Cpl-7 destruyen también de forma eficiente los 
biofilms de neumococo, un tipo de comunidad microbiana relacionada 
con el 80 % de las infecciones crónicas (Domenech et al., 2011). 
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La construcción de quimeras por intercambio de los distintos módulos de 
Cpl-1 y Cpl-7, por un lado, y del dominio catalítico de Pal y el CBM de LytA 
por otro, ha permitido, asimismo, obtener dos nuevos enzibióticos, Cpl-711 
y PL3, cuya actividad supera a la de todos los enzibióticos testados hasta 
el momento frente a neumococo (Díez-Martínez et al., 2015; Blázquez 
et al., 2016). Cpl-7, cuyo módulo de unión a la pared celular reconoce 
el PG (Bustamante et al., 2012), es activa contra neumococo y otros pa-
tógenos Gram-positivos como Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis o 
S. mitis, e incluso Gram-negativos, y su eficacia como antibacteriano se 
incrementó de forma notable invirtiendo, de negativa a positiva, la carga 
neta del módulo de unión a la pared (Díez-Martínez et al., 2013).
La ingeniería de lisinas constituye, por tanto, un campo prometedor 
para crear nuevos enzibióticos y ofrece grandes posibilidades en la lu-
cha contra las infecciones bacterianas, especialmente las provocadas por 
cepas multirresistentes. En este contexto, Skl es el primer ejemplo de 
un nuevo tipo de CBP con actividad amidasa mediada por un dominio 
CHAP y una posible diana en la búsqueda de nuevos enzibióticos frente 
a S. pneumoniae, S. mitis y otros patógenos Gram-positivos cuya envuelta 
celular contenga colina.
OBJETIVOS




El potencial de las lisinas de S. pneumoniae y especies relacionadas, así 
como las de los fagos que las infectan, para actuar como antibacterianos 
y proteger contra las infecciones provocadas por estas bacterias nos ha 
llevado a caracterizar la endolisina Skl, codificada por el fago ΦSK137 
de S. mitis, investigando el papel de sus módulos en la actividad anti-
bacteriana, así como la posibilidad de generar enzimas quiméricas más 
activas que Skl.
Los objetivos iniciales específicos del estudio de Skl fueron:
1. Caracterización espectroscópica y calorimétrica de la estructura y 
estabilidad de Skl, así como de su organización modular, en ausen-
cia y en presencia de colina.
2. Modelización de Skl a baja y alta resolución, en ausencia y en pre-
sencia de colina.
3. Identificación de los residuos catalíticos o relevantes para la catá-
lisis. 
4. Estudio de la actividad bacteriolítica y bactericida de Skl.
OBJETIVOS
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Las diferencias encontradas en la afinidad por colina de Skl en compara-
ción con la de LytA, la autolisina mayoritaria de neumococo, y su posible 
relación con las diferencias observadas en su actividad sobre bacterias, 
condujeron el estudio a la construcción de enzimas quiméricas por inter-
cambio de sus módulos, y así explorar la posibilidad de obtener enzimas 
con actividades mejoradas respecto a las enzimas parentales. 
Los objetivos planteados tras el estudio inicial de Skl fueron: 
5. Diseño y construcción de las enzimas quiméricas QLAS1 y QSLA2 
por intercambio de módulos entre las amidasas Skl y LytA.
6. Caracterización espectroscópica y calorimétrica de la estructura y 
estabilidad de las enzimas quiméricas y de su organización modu-
lar, en ausencia y en presencia de colina.
7. Evaluación de la actividad bacteriolítica y bactericida de las qui-
meras.
8. Ensayos de actividad in vivo en un modelo animal de infección
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3
3 MATERIALES Y MÉTODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Estirpes bacterianas y medios de cultivo
Las cepas bacterianas empleadas y sus características se enumeran en la 
Tabla 3.1.
Las células de E. coli utilizadas se crecieron en medio líquido LB 
(Lysogenic Broth) (Bertani, 1951), excepto en la preparación de las célu-
las DH10B electrocompetentes, que se cultivaron en medio SuperBroth 
(triptona 30 g/l, extracto de levadura 20 g/l, MOPS 10 g/l). Las cepas 
de S. pneumoniae se cultivaron a 37 ºC en medio líquido semisintético C 
ajustado a pH 8 (CpH8) suplementado con extracto de levadura al 0,08 % 
(p/v) (C + Y) (Lacks & Hotchkiss, 1960), excepto las cepas D48 y 69 (19F) 
que se crecieron en medio Todd-Hewitt suplementado con 0,5 % (p/v) 
de extracto de levadura (TH + Y). Los cultivos de S. mitis en medio líqui-
do se crecieron en medio C + Y a 37 ºC.




DH10B F’ mcrA Δ(mrr hsdRMS-mcrBC)  
f80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 
araD139 Δ(ara-leu) 7697 galU galK 
l- rpsL endA1 nupG
CIB
BL21 (DE3) F- ompT gal[cdm] [lon] hsdSB con 
DE3 
Cepa con el gen de la RNA 
polimerasa del fago T7 bajo 
control del promotor LacUV5 en 
el DNA cromosómico
Studier & Moffatt, 
1986
Streptococcus pneumoniae
R6 Cepa de laboratorio no capsulada, 
derivada del aislado clínico D39
Hoskins et al., 2001
D39 Cepa capsulada serotipo 2 Lanie et al., 2007
P007 Cepa M11, derivada de R6, 
transformada con DNA 
cromosómico del serotipo 
capsular 3
Domenech et al., 2009
P008 Cepa derivada de P007 con DNA 
de serotipo capsular 4
Moscoso et al., 2006
69 Cepa multirresistente (tetraciclina, 
eritromicina, cloranfenicol y 
amoxicilina), serotipo 19F
Ramos-Sevillano et al., 
2012
48 Cepa multirresistente 
(eritromicina, azitromicina, 
tetraciclina, etc.), serotipo 23F
Ramos-Sevillano et al., 
2012
ATCC®49619™ a Cepa tipo para ensayos de 






Tabla 3.1. Estirpes bacterianas
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El cultivo en medio sólido de neumococo y S. mitis se llevó a cabo en pla-
cas de agar de soja tripticaseína conteniendo un 5 % de sangre desfibrina-
da de carnero. Para E. coli las placas fueron de LB con agar al 1,5 % (p/v). 
La selección de bacterias de E. coli transformadas con plásmidos se 
realizó añadiendo ampicilina (100 µg/ml) al medio.
En la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 
se usó medio Mueller-Hinton II ajustado en cationes, suplementado con 
sangre lisada de caballo al 3,5 % (v/v) (CA-MHB-LHB). 
Todos los medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron 
por calor húmedo en autoclave a 120 °C y 1 atmósfera de presión. Los 
antibióticos se esterilizaron por filtración utilizando filtros estériles de 
0,2 µm de diámetro de poro y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso. 
Cepa Características Origen/Referencia
Streptococcus mitis
B6 Cepa multiresistente (tetraciclina, 
gentamicina, β-lactámicos, etc.) 
lisogénica para ΦB6
Denapaite et al., 2010; 
König et al., 1998
SKL137 Cepa lisogénica para ΦSK137, 
(codificante de la endolisina Skl)
Llull et al., 2006
aATCC®: American Type Culture Collection.
Tabla 3.1. Estirpes bacterianas (continuación)
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3.1.2. Plásmidos y oligonucleótidos
Los plásmidos y oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en 
las Tablas 3.2 y 3.3.
Nombre Descripción Origen/ Referencia
pGEM-T Vector de clonación (AmpR)a Promega
pT7-7 Vector de expresión con promotores T7 y Sp6 
(AmpR)
Tabor, 2001
pFSK6 Plásmido derivado de pIN-III (lpp’-5)-A3 que 
sobreexpresa Skl silvestre (AmpR)
Llull et al., 
2006
pGL100 Plásmido recombinante derivado de pIN-III-A3 
que sobreexpresa LytA (AmpR)
García et al., 
1987
pLASkl Plásmido derivado de pT7-7 que sobreexpresa 
QLAS1
Este trabajo





Plásmido derivado de pUC que alberga el gen 





Plásmido derivado de pUC que alberga el gen 





Plásmido derivado de pUC que alberga el gen 
mutante E109A de Skl
ATG 
biosynthetics
pSkl-C31A Plásmido derivado de pT7-7 que sobreexpresa el 
mutante C31A de Skl 
Este trabajo
pSkl-H92A Plásmido derivado de pT7-7 que sobreexpresa el 
mutante H92A de Skl
Este trabajo
pSkl-E109A Plásmido derivado de pT7-7 que sobreexpresa el 
mutante E109A de Skl
Este trabajo
a AmpR : resistencia a ampicilina
Tabla 3.2. Plásmidos
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Nombre Secuencia (5’→ 3’)a Uso


































F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Secuenciación 
de insertos en 
pGEMT
R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA ''
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciación 
de insertos 
en pT7-7 
pT7 3’ CCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC '' 
a En rojo y verde se indican regiones que codifican para LytA o Skl, respectivamente, 
y en azul las modificaciones introducidas para realizar las hibridaciones (ver Figura 
3.1). Las secuencias utilizadas para introducir los sitios de corte necesarios (BamHI, 
NdeI y HindIII) para trasladar los fragmentos al vector de expresión se han subrayado.
Tabla 3.3. Oligonucleótidos empleados como cebadores
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3.1.3. Reactivos químicos y herramientas informáticas
Los proveedores de los reactivos químicos utilizados y las herramientas 
informáticas utilizadas en este trabajo se enumeran en el Anexo, Tabla 
8.1 y Tabla 8.2, respectivamente.
3.2. Métodos
3.2.1. Crecimiento y conservación de cepas bacterianas
Los cultivos de E. coli en medio líquido se crecieron con aireación y 
agitación en matraces con un volumen cinco veces superior al del medio 
de cultivo, mientras que las células de S. pneumoniae y S. mitis se crecieron 
en baños sin agitación utilizando tubos con una capacidad inferior al 
doble del volumen del cultivo. El crecimiento en medio sólido fue en 
superficie y las placas se incubaron en estufa durante 18 - 24 horas con 
5 % de CO2 y sin agitación. La temperatura de incubación fue 37 ºC para 
todas las estirpes, tanto en medio líquido como en placa.
El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidimetría a 600 nm 
(DO600) en E. coli y a 550 nm (DO550) en S. pneumoniae y S. mitis utilizan-
do un espectrofotómetro Thermo Spectronic Helios Epsilon. Las DO 
alcanzadas fueron de 0,6 para los cultivos de E. coli (excepto las células 
electrocompetentes que se crecieron hasta una DO de 0,8 – 0,9) y de 
≅ 0,3 para los cultivos de S. pneumoniae y  S. mitis, lo que equivaldría a 
≅ 1 × 10 8 unidades formadoras de colonias/ml (CFU/ml) en el caso de 
los estreptococos (Slotved & Satzke, 2013). Para la determinación de la 
CMI se crecieron células de S. pneumoniae en placas de agar-sangre, según 
las condiciones arriba indicadas, para después preparar una suspensión 
de las mismas en 3 ml de medio CA-MHB-LHB hasta una DO600 de 
≅ 0,35.
Las cepas se conservaron congeladas a - 80 ºC en sus respectivos me-
dios de cultivo, a los que se añadió glicerol hasta una concentración final 
del 10 % (v/v), utilizando suspensiones de bacterias en fase exponencial. 
Se emplearon subcultivos frescos para cada nuevo experimento.
3.2.2. Transformación genética
3.2.2.a. Transformación por choque térmico
La transformación de células competentes de E. coli BL21 (DE3) se llevó 
a cabo por choque térmico según el método descrito en “Molecular 
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Cloning: a laboratory manual” (Sambrook & Russell, 2001). Sobre 200 µl 
de bacterias competentes se añadió el DNA transformante (0,1 a 0,2 µg) 
y se incubó la mezcla durante 30 minutos en hielo, posteriormente 3 minu-
tos a 37 ºC y finalmente 5 minutos en hielo. Después se añadieron 0,8 ml 
de LB, dejando expresar la resistencia al antibiótico (ampicilina) durante 
1 hora a 37  ºC y, posteriormente, se sembraron las células en placas de 
LB + antibiótico, incubándose éstas toda la noche en estufa a 37 ºC.
3.2.2.b. Transformación por electroporación
Las células de E. coli DH10B electrocompetentes se transformaron por 
electroporación según el método previamente descrito (Dower et al., 
1988). El material empleado se enfrió a 4 ºC y se añadieron 10 µl de DNA 
transformante (previamente precipitado con 500 µl de butanol, centri-
fugado a 4 ºC, 15 min a 13.000 rpm, secado y resuspendido en agua mi-
lli -Q estéril para eliminar sales) sobre 100 µl de células. La electropora-
ción se realizó en un equipo Gene Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad) en 
las siguientes condiciones: resistencia 200 Ω, voltaje 2,5 kV, capacitancia 
25 µFa. Inmediatamente después se añadió 1 ml de LB y se incubaron las 
células a 37 ºC durante 1 hora para, posteriormente, sembrarlas en placas 
de LB + ampicilina.
3.2.3. Técnicas de DNA
Las técnicas empleadas en la manipulación del DNA en este trabajo es-
tán esencialmente descritas en “Molecular Cloning: a laboratory manual” 
(Sambrook & Russell, 2001).
3.2.3.a. Extracción y purificación de DNA
La extracción de DNA plasmídico se realizó a partir de cultivos de E. coli, 
obtenidos inoculando la cepa correspondiente en 5 ml de medio LB (con 
el antibiótico requerido) e incubando a 37 °C en agitación durante 12 - 16 h 
hasta alcanzar una DO600 de 1,5 - 5. La extracción se hizo siguiendo el 
protocolo de los kits comerciales “High Pure plasmid Isolation Kit” de 
Roche o “Quantum Prep® Plasmid Kit” de Bio Rad. La concentración 
de DNA en las muestras se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm 
(DO260) en un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), utilizando para la 
cuantificación una absorbancia de 20 DO para una solución de DNA de 
1 mg/ml y un paso óptico de 1 cm.
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3.2.3.b. Electroforesis de DNA en geles de agarosa
La electroforesis de DNA se llevó a cabo en geles horizontales de agaro-
sa al 0,7 o 1,5 % en tampón TAE (Tris-HCl 40 mM, ácido acético 20 mM, 
EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampón para el desarrollo de 
la electroforesis. A las muestras se les añadió ¼ de su volumen de una 
solución compuesta por Ficoll 400 al 30 % (p/v), azul de bromofenol al 
0,2 % (p/v), xilencianol al 0,2 % y EDTA 40 mM (pH 8,0). La electrofo-
resis se realizó a 100 - 150 V durante 60 - 90 minutos y, una vez finalizada, 
los geles se tiñeron con GelRed™ durante 20 minutos (30 µl GelRed™ + 
2 ml NaCl 5M + 98 ml H2O). Los fragmentos de DNA se visualizaron 
con radiación ultravioleta. Según los casos, se utilizó como marcador de 
tamaño molecular el DNA del fago l digerido con BstEII o la forma 
replicativa del DNA del fago ΦX174 digerida con HaeIII. 
Los fragmentos de DNA de interés se extrajeron recortando las ban-
das de los geles de agarosa y se aislaron con el “Geneclean Turbo kit”.
3.2.3.c. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
La amplificación de fragmentos de DNA se realizó en un termociclador 
Mastercycler gradient (Eppendorf) y se utilizaron las DNA polimerasas 
Pfu o Taq de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Los productos 
amplificados se purificaron utilizando el sistema “High Pure™ PCR Pro-
duct purification Kit”.
3.2.3.d. Secuenciación de DNA
La secuenciación de DNA se llevó a cabo en el servicio de secuenciación 
(Secugen) del Centro de Investigaciones Biológicas, utilizando un se-
cuenciador automático modelo Abi Prism 3700TM (Applied Biosystems). 
Para la reacción de secuenciación utilizaron el kit “Dye terminador Cycle 
Sequencing Ready Reaction” de Applied Biosystems, y la DNA polime-
rasa AmpliTaq Fs, siguiendo las recomendaciones de los suministradores.
3.2.3.e. Manipulación del DNA con enzimas de uso común en  
Biología Molecular
Las enzimas de restricción, la DNA ligasa del fago T4 y sus tampones 
correspondientes se utilizaron siguiendo, en cada caso, las indicaciones 
recomendadas por las respectivas casas comerciales. 
En general, la digestión con enzimas de restricción se realizó en un 
volumen final de 20 - 30 µl con la siguiente composición: 1 µg de vector 
a digerir, 10 % del volumen total de BSA, la mínima cantidad de enzima 
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necesaria (una unidad de enzima digiere un µg de DNA en una hora), 
el 10 % del volumen final de su tampón correspondiente y H2O hasta el 
volumen final deseado. Se dejaron actuar alrededor de 2 - 4 h a 37 ºC. Las 
enzimas se inactivaron a 65 ºC durante 10 min. 
La ligación de fragmentos lineales de DNA se llevó a cabo utilizando 
relaciones inserto/vector comprendidas entre 1:5 y 1:20 en un volumen 
final de unos 20 µl, con 1 µl de ligasa por cada 10 µl de mezcla de ligación, 
con su correspondiente tampón, 10 % del volumen total de BSA al 0,1 % 
(p/v) y H2O hasta el volumen final deseado. La mezcla de reacción se 
incubó a temperatura ambiente durante 120 - 180 minutos o durante toda 
la noche a 16 ºC.
3.2.4. Construcción y clonación de genes en cepas  
hiperproductoras
3.2.4.a. Construcción de genes quiméricos
El procedimiento empleado para la obtención de las quimeras QLAS1 
y QSLA2, basado en el método de extensión de fragmentos solapantes 
mediante PCRs (Wurch et al., 1998), consiste en tres PCRs (cuyos detalles 
se muestran en el esquema de la Figura 3.1). En el primer paso (PCR 1 
y PCR 2 en la Figura 3.1) se amplifican por separado las secuencias de 
cada uno de los módulos que conformarán la quimera utilizando como 
moldes las secuencias completas de LytA o Skl, clonadas previamente 
en plásmidos (Tabla 3.2), y los cebadores diseñados al efecto (Tabla 
3.3), en los que se incluyen las secuencias señal para las enzimas de res-
tricción (NdeI y BamHI para QLAS1, y NdeI y HindIII para QSLA2). 
Las secuencias “for” y “rev” son idénticas al molde pero contienen una 
extensión que las hace complementarias entre sí, lo que hace posible, en 
una segunda etapa previa a la PCR 3, que los fragmentos amplificados 
puedan hibridar por dichos extremos y completarse las secuencias. A 
continuación, se lleva a cabo la PCR 3, añadiendo los cebadores corres-
pondientes para amplificar el producto de la etapa anterior, con lo que se 
obtiene como resultado final el gen quimérico. 
En todas estas PCRs se empleó la DNA polimerasa Pfu, por su baja 
tasa de error. Las condiciones experimentales utilizadas se detallan en las 
Tablas 3.4 y 3.5. Las secuencias completas de cada quimera se pueden 
encontrar en el Anexo (Tablas 8.3 y 8.4).
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Figura 3.1. Esquema de la estrategia utilizada para la construcción de las quimeras 
QLAS1 (A) y QSLA2 (B). En la primera etapa se amplifican por separado (PCR 1 y 
PCR 2) los dos fragmentos que conformarán el gen quimérico. Una vez amplificados 
los fragmentos, éstos se hibridan y completan en una segunda etapa sin cebadores 
(“Hibridación/extensión”). Finalmente, al producto de esta hibridación se le añaden 
los cebadores y se amplifica en la PCR 3. Los cebadores LA-Skl rev y for y Skl-LA rev y 
for poseen una extensión en 5’ (representada con rayas) complementaria a la parte final 
del fragmento adyacente en el gen quimérico correspondiente. Cada quimera mantiene 
el “linker” y parte de la primera repetición del CBM de la enzima parental que aporta 
el módulo catalítico. (A) En amarillo y verde, secuencias correspondientes a N-LytA 
y C-LytA, respectivamente, y (B) en azul y violeta, secuencias correspondientes a 
N-Skl y C-Skl respectivamente. (Las secuencias de LytA, Skl y de cada quimera se 
encuentran detalladas en el Anexo). 
Tabla 3.4. Condiciones de las PCRs para la construcción de los genes quiméricos
QLAS1 QSLA2
T 
(ºC) tiempo nº ciclos
T 
(ºC) tiempo nº ciclos
PCRs 1 y 2
Activación 94 5 min 1 94 5 min 1
Desnaturalización 94 30 s 30 94 30 s 30
Hibridación a 55 40 s 55 1 min
Amplificación 72 2 min 72 3 min
Extensión final 72 5 min 1 72 5 min 1
“Hibridación/   
extensión”
Activación 94 4 min 2 94 4 min 2
Hibridación 55 3 min 57 3 min
Extensión final 72 3 min 72 2 min
PCR 3
Activación 94 5 min 1 94 5 min 1
Desnaturalización 94 30 s 30 94 30 s 30
Hibridación 55 40 s 57 40 s
Amplificación 72 3 min 72 3 min
Extensión final 72 5 min 1 72 5 min 1
a La temperatura de hibridación se ajustó teniendo en cuenta la temperatura de fusión (Tm) de 
los oligonucleótidos (T = Tm - 5 ºC)
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PCR 1 PCR 2







Skl 3’ Bam HI
LA 5’ NdeI
Skl 3’ Bam HILA-Skl rev
PCR 3
Skl
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Los productos resultantes de la reacción de PCR se purificaron según se 
indica en el apartado 3.2.3.c y se analizaron en geles de agarosa al 1,5 %. 
Los fragmentos de interés se recuperaron del gel según se indica en el 
apartado 3.2.3.b.






DNA R6 300 ng DNA SK137 300 ng
LA 5’ NdeI (5 µM) 10 µl Skl 5’ NdeI (5 µM) 10 µl
LA-Skl rev (5 µM) 10 µl Skl-LA rev (5 µM) 10 µl
dNTPs (2,5 mM) 10 µl dNTPs (2,5 mM) 10 µl
Buffer 10 × 10 µl Buffer 10 × 10 µl
MgCl2 (50 mM) 4 µl MgCl2 (50 mM) 4 µl
Pfu 3 µl Pfu 3 µl




DNA SK137 300 ng DNA R6 300 ng
LA-Skl for (5 µM) 10 µl Skl-LA for (5 µM) 10 µl
Skl 3’ Bam HI (5 µM) 10 µl LA 3’ ext long HindIII 
(5 µM)
10 µl
dNTPs (2,5 mM) 10 µl dNTPs (2,5 mM) 10 µl
Buffer 10 × 10 µl Buffer 10 × 10 µl
MgCl2 (50 mM) 4 µl MgCl2 (50 mM) 4 µl
Pfu 3 µl Pfu 3 µl



















Fragmento 1 (N-LytA) 100 ng Fragmento 1 (N-Skl) 100 ng
Fragmento 2 (C-Skl) 100 ng Fragmento 2 (C-LytA) 100 ng
dNTPs (2,5 mM) 10 µl dNTPs (2,5 mM) 10 µl
MgCl2 (50 mM) 4 µl MgCl2 (50 mM) 4 µl
Pfu 3 µl Pfu 3 µl
Buffer 10 × 10 µl Buffer 10 × 10 µl
H2O 47,2 µl H2O 47,2 µl
PCR 3
sobre 
los 80 µl 
anteriores
LA 5’ NdeI (5 µM) 10 µl Skl 5’ NdeI (5 µM) 10 µl
Skl 3’ Bam HI (5 µM) 10 µl LA 3’ ext long HindIII 
(5 µM)
10 µl
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Los genes quiméricos se clonaron en el plásmido pGEM-T previamente 
cortado para presentar timina (T) en sus extremos, por lo que los genes 
de las quimeras requirieron una reacción previa de adición de dATP para 
hacer complementarios sus extremos (la Pfu no añade adenina en los 
extremos). Esta reacción se llevó a cabo incubando el gen quimérico con 
5 µl dATP 2 mM, 2,5 µl MgCl2 50 mM, 5 µl Taq polimerasa con su co-
rrespondiente tampón comercial (5 µl) y H2O hasta 50 µl finales durante 
30 min a 70 ºC.  La ligación con el pGEM-T se realizó con la DNA ligasa 
del fago T4 durante 2 - 3 h a temperatura ambiente (apartado 3.2.3.e) 
utilizando 1 µl de pGEM-T (50 ng/µl) y 6 µl del gen quimérico, realizán-
dose paralelamente un control de religación sin añadir inserto.
Con los plásmidos pGEM-T modificados se transformaron, por cho-
que térmico (apartado 3.2.2.a), células de E. coli DH10B y se procedió a 
la selección, basada en el color, de los clones que contenían el gen codifi-
cante para cada una de las quimeras. Esto es posible porque el plásmido 
empleado contiene el gen de la β-galactosidasa, capaz de hidrolizar el 
X-Gal añadido al medio de cultivo dando como resultado un producto 
azul (colonias azules). La inserción de los fragmentos en una región de 
clonaje múltiple (MCS) localizada dentro de la zona codificante de la 
β-galactosidasa impide la activación de la misma, dando como resultado 
que las cepas portadoras de la inserción formen colonias blancas. Estas 
colonias se seleccionaron para la amplificación y extracción del plásmi-
do (apartado 3.2.3.a), y la comprobación de la secuencia del inserto 
(bien por secuenciación o mediante una PCR con los cebadores corres-
pondientes al mismo). Los plásmidos portadores del inserto se digirie-
ron utilizando los sitios de corte introducidos en los extremos (Ndel y 
BamHI para QLAS1 y NdeI y HindIII para QSLA2) según se indica 
en el apartado 3.2.3.e. Se aislaron los fragmentos con las secuencias 
codificantes de las quimeras y por ligación se subclonaron en el plás-
mido pT7-7 (apartados 3.2.3.b y 3.2.3.e), previamente cortado con las 
mismas enzimas de restricción que el gen quimérico a insertar. Así se 
obtuvieron los plásmidos derivados de pT7-7 pLASkl y pSklLA, con los 
que se transformaron, por electroporación (apartado 3.2.2.b), células 
de E. coli BL21 (DE3) para la hiperexpresión de las quimeras (controlada 
por el promotor T7, inducible por IPTG). Se verificó mediante secuen-
ciación que los plásmidos pLASkl y pSklLA contenían el gen íntegro de 
QLAS1 y QSLA2, respectivamente.
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3.2.4.b. Construcción de mutantes de Skl
Las secuencias codificantes de los mutantes puntuales C31A, H92A y 
E109A de Skl, obtenidas por síntesis química, fueron suministradas por 
ATG Biosynthetics (http://www.atg-biosynthetics.com) en plásmidos 
derivados de pUC (Tabla 3.2). Para optimizar la expresión, los fragmen-
tos relevantes de DNA se subclonaron en el plásmido pT7-7 utilizando 
las enzimas de restricción NdeI y HindIII. Con las mezclas de ligación se 
transformó por electroporación la cepa DH10B de E. coli y se selecciona-
ron clones que contenían los plásmidos recombinantes (Tabla 3.2). Éstos 
se aislaron para transformar por choque térmico la cepa hiperproducto-
ra BL21 (DE3) de E. coli (Tabla 3.1). La correcta secuencia de los genes 
mutados en los posibles positivos se comprobó mediante secuenciación.
3.2.5. Técnicas de Proteínas
3.2.5.a. Expresión, purificación y cuantificación de proteínas
Todas las PG hidrolasas utilizadas en el presente trabajo se expresaron 
en cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los derivados de plás-
midos de expresión portadores de las correspondientes regiones codifi-
cantes (Tabla 3.2). Los cultivos (1 - 2 litros) se crecieron a 37 ºC en me-
dio LB con ampicilina (100 µg/ml)  hasta una DO600 ≅ 0,6, tras lo cual se 
indujo la expresión de las proteínas añadiendo IPTG (50 µM final) y se 
incubó durante toda la noche a 30 ºC (Skl silvestre, mutantes y enzimas 
quimeras) o 37 ºC (LytA). Las células se recolectaron por centrifugación 
(13.000 rpm, 4 ºC, 5 min) en la fase estacionaria de crecimiento utilizan-
do una centrífuga Sorvall (rotor SS34). El sedimento se resuspendió en 
30 - 40 ml de tampón PB (fosfato sódico 20 mM, pH 6,9) por cada dos 
litros de cultivo, almacenándose a -20 ºC hasta su lisis. Las células se 
lisaron en una prensa de French (French® Pressure Cell Press-Thermo) a 
8,3 × 106 Pa y el extracto celular obtenido se centrifugó en las condicio-
nes arriba indicadas durante 20 minutos. Tras recoger el sobrenadante 
se añadió sulfato de estreptomicina (∼67 mg/10 ml de cultivo lisado) 
para inducir la precipitación del DNA, manteniendo el extracto en frío 
y con agitación suave durante 20 minutos. El precipitado se eliminó por 
centrifugación (13.000 rpm, 4 ºC, 20 min) y se añadió NaCl (1 M final) al 
sobrenadante, donde se encuentra la proteína. 
Las proteínas se purificaron por cromatografía de afinidad utilizando 
como soporte DEAE-celulosa, cuyos grupos di-etilaminoetanol son 
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reconocidos como análogos de colina por los CBMs (Sánchez-Puelles 
et al., 1990). Tras cargar el sobrenadante en la columna (15 × 2 cm) equi-
librada en tampón PB, se procedió al lavado de la misma con dicho 
tampón suplementado con 1,5 M NaCl (0,1 M NaCl para QLAS1) hasta 
eliminar todos los demás componentes retenidos en la columna, lo que 
se verificó siguiendo la caída de la absorbancia del eluido a 260 (DO260) y 
280 nm (DO280) (espectrómetro Shimadzu UV-210). Finalmente se pro-
cedió a eluir la proteína retenida por interacción específica con el DEAE 
utilizando tampón PB con NaCl 100 mM y colina 280 mM, recogiendo 
fracciones de ~1 ml que se analizaron mediante electroforesis en SDS-
PAGE (apartado 3.2.5.b). Todo el proceso de purificación se realizó 
a 4 ºC.
Las fracciones electroforéticamente puras (> 95%) con valores de la 
relación DO280/DO260 ≥ 1,9 se almacenaron a - 20 ºC hasta su uso, mo-
mento en el que se dializaron durante 24 horas frente al tampón desea-
do (5 × 500 ml) y se centrifugaron a 13.000 rpm (MSE MicroCentaur) 
durante 5 minutos para eliminar posibles precipitados. Cuando fue ne-
cesario, las muestras se concentraron por ultrafiltración (Centriprep®-
Millipore YM-10 MW) hasta alcanzar la concentración deseada.
La concentración de proteína se determinó espectrofotométricamen-
te utilizando los siguientes coeficientes de extinción molar a 280 nm 
(ε280): 136.375 M-1 cm-1 (Skl silvestre, Skl C31A, Skl H92A y Skl E109A), 
119.290 M-1 cm-1 (QLAS1) y 132.240 M-1 cm-1 (QSLA2), calculados teóri-
camente a partir de la secuencia de aminoácidos con el programa ProtPa-
ram (Gasteiger et al., 2005). 
3.2.5.b. Electroforesis en geles de poliacrilamida
La pureza de las proteínas eluídas de la columna de afinidad se analizó 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 % en presencia 
de SDS (SDS-PAGE), según la técnica descrita por Laemmli (Laemmli, 
1970). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y las ban-
das de proteína se tiñeron con una solución al 0,25 % (p/v) de azul de 
Coomassie en metanol (45 %, v/v) y ácido acético (5 %, v/v).
3.2.5.c. Espectrometría de masas
La homogeneidad y la masa de las proteínas purificadas se verifi-
có también mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF) en el 
Servicio de Cromatografía y Espectrometría de Masas del Instituto 
de Química-Física Rocasolano (CSIC). Las medidas se realizaron en 
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un espectrómetro de masas Voyager DEPRO (Applied Biosystems) 
equipado con un láser de nitrógeno (l = 337 nm, anchura de pulso = 10 ns y 
v  = 3 Hz) y una fuente iónica con extracción retardada. Los iones positi-
vos generados por la desorción láser pasan a un tubo de vuelo de 1,3 m 
de longitud, con un voltaje de aceleración de 25 kV, trabajándose en 
modo lineal. Los espectros se obtuvieron registrando una media de 500 
disparos y la matriz empleada fue ácido sinapínico (10 mg/ml en TFA 
0,3 %, acetonitrilo 70 : 30). La calibración de los espectros fue externa, 
utilizándose apomioglobina de caballo como estándar.
3.2.5.d. Dicroísmo circular (DC)
Los espectros de DC tienen su origen en la capacidad de las moléculas 
quirales para absorber de forma diferencial las dos ondas polarizadas 
circularmente a derecha (R) e izquierda (L) que conforman un haz de 
luz polarizada en el plano. Debido a ello, la luz incidente pasa a estar 
elípticamente polarizada cuando emerge de la muestra (Figura 3.2). La 
absorción diferencial, ∆A, varía con la longitud de onda dando lugar a 
la aparición de bandas positivas o negativas en el espectro de dicroísmo 
circular y su relación con la elipticidad, Θ, expresada en milésimas de 
grado, viene dada por la expresión:
Θ = 32,98 ∆A                                          [3.1]
siendo Θ = tan-1 (b/a), donde a y b son los ejes mayor y menor, respecti-
vamente, de la elipse descrita por la onda emergente (Kelly et al., 2005) 
(Figura 3.2). 
En proteínas, la elipticidad se expresa normalmente como elipticidad 
promedio por residuo (grados cm2/dmol), calculada a mediante la expre-
sión:
[Θ] = Θ × Μwr /(10 × C(mg/ml) × l )                          [3.2]
donde C(mg/ml) es la concentración de proteína en mg/ml, Μwr la masa 
molecular promedio por residuo y l el paso óptico en cm.
En la región del ultravioleta cercano los cromóforos más importantes 
de las proteínas son las cadenas laterales de los aminoácidos aromáticos y el 
enlace disulfuro (Tabla 3.6) (Woody, 1995). La asimetría en estos grupos 
se debe al entorno en el que se encuentran dentro de la estructura nativa, 
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por lo que su contribución a los espectros de DC en el UV-cercano 
será un reflejo de la conformación global de la proteína (estructuras ter-
ciaria y cuaternaria) (Martin & Schilstra, 2008; Woody, 1995). 
En la región del ultravioleta lejano (λ < 240 nm), el principal cromó-
foro es el enlace peptídico, cuya asimetría se debe a la ordenación espa-
cial de la cadena polipeptídica, es decir, a la estructura secundaria. Los 
espectros en esta región se pueden considerar una combinación lineal de 
las contribuciones debidas a los distintos elementos de estructura secun-
daria (hélices-α, láminas-β, giros, segmentos aperiódicos, etc.) (Brahms 
& Brahms, 1980; Martin & Schilstra, 2008), aunque los aminoácidos 
Figura 3.2. Esquema ilustrativo de la generación de un espectro de dicroísmo circular. 
La luz polarizada plana consta de dos componentes, polarizadas circularmente 
a derecha (PR) e izquierda (PL). Las moléculas quirales son capaces de absorber 
diferencialmente cada una de las componentes, con lo que el haz de luz resultante está 
polarizado de forma elíptica, en un grado que depende de la relación entre los radios 
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Tabla 3.6. Cromóforos más importantes de las proteínas 
en la región del ultravioleta cercano
Intervalo Cromóforos
250-270 nm cadena lateral de fenilalanina
270-290 nm cadena lateral de tirosina
280-300 nm cadena lateral del triptófano
250-350 nm puentes disulfuro
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aromáticos pueden dar lugar también a espectros en la región de 220 - 230 
nm, e incluso a longitudes de onda menores (Brahms & Brahms, 1980; 
Freskgård et al., 1994; Grishina & Woody, 1994). El DC permite estudiar 
el contenido en estructura secundaria de las proteínas y caracterizar los 
cambios conformacionales inducidos por variaciones en la composición 
y la temperatura del medio o por la interacción con ligandos, y estimar 
las constantes de equilibrio de los procesos respectivos. 
3.2.5.d1. Recogida de espectros
Los experimentos de DC se realizaron en un espectropolarímetro JASCO 
J-810 equipado con un sistema Peltier para controlar la temperatura en 
la celda de medida. Los espectros se registraron a 20 nm/min con tiem-
pos de respuesta de 4 segundos y se recogieron datos cada 0,2 nm, rea-
lizando al menos tres acumulaciones de cada espectro para mejorar la 
relación señal/ruido. Las concentraciones de proteína empleadas fueron 
0,16 - 0,75 mg/ml en el UV-lejano, dependiendo del paso óptico (0,1 ó 
0,02 cm) y del rango de longitud de onda utilizado, y 0,5 mg/ml en el 
UV-cercano (paso óptico de 1 cm). En todos los casos se registró el 
espectro del tampón bajo condiciones experimentales idénticas a las uti-
lizadas con la proteína correspondiente. Tras sustraer la contribución del 
mismo, los datos se transformaron en elipticidades molares por residuo. 
Tanto el registro de los datos experimentales como el tratamiento de  los 
mismos se realizaron con el programa Spectra Manager (Tabla 8.2).
3.2.5.d2. Curvas de valoración con colina
La afinidad aparente de Skl y las quimeras QLAS1 y QSLA2 por co-
lina se caracterizó por DC en tampón PB a 20 ºC (pH 6,5). Se regis-
traron los espectros (UV-cercano y lejano) de la proteína a concen-
traciones crecientes de colina tras agregar, de forma progresiva, pe-
queños volúmenes de una disolución concentrada de la misma, pro-
curando que la variación total de volumen fuera inferior al 10 %. Las 
curvas de valoración se obtuvieron representando la elipticidad molar 
por residuo de la proteína en función de la concentración de colina, a 
la longitud o longitudes de onda donde la formación del complejo in-
duce mayores cambios en la intensidad del espectro. Las constan-
tes aparentes de unión se determinaron a partir del ajuste de la ecua-
ción de Hill a las curvas de unión por mínimos cuadrados no lineales 
con el programa Origin 6.0 (Tabla 8.2), asumiendo una (n = 1) o dos 
(n = 2) clases de sitios de unión independientes (ecuación [3.3])
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                  Θ = Θ0 + Σi=1,n (Θi - Θi-1) × (1/(1 + (K 
i
0,5 app /[L])
ai ))               [3.3]
siendo K  i0,5 app la constante aparente de disociación para el sitio i, Θ0 y 
Θ los valores de la elipticidad en ausencia y en presencia de ligando a la 
concentración L, respectivamente; (Θi - Θi-1) el incremento de la eliptici-
dad  tras la saturación de los sitios de tipo i, y ai, la cooperatividad en la 
unión del ligando a los mismos.
La concentración de colina se determinó a partir de la medida del in-
cremento del índice de refracción de la solución con respecto al tampón 
sin colina, utilizando un interferómetro diferencial Carl Zeiss Jena LI3 
previamente calibrado para la luz de la línea del sodio a 589 × 10-7 cm. 
Las medidas se realizaron en una célula de doble sector con paso óptico 
de 1 cm.
3.2.5.d3. Barridos de temperatura
La desnaturalización térmica de las proteínas se siguió por DC monito-
rizando los cambios inducidos por el aumento de la temperatura en los 
espectros de las mismas. Los experimentos se realizaron a velocidad de 
calentamiento constante, registrando la elipticidad a una determinada 
longitud de onda cada 0,2 ºC con un tiempo de espera de 4 segundos. 
En determinados experimentos se registró simultáneamente el espectro 
completo de la proteína a temperaturas prefijadas, utilizando las condi-
ciones descritas en el apartado anterior (3.2.5.d2). En ambos casos se 
sustrajo la contribución del tampón de medida a los datos experimen-
tales. Tanto la adquisición de datos como el cálculo de las elipticidades 
promedio por residuo se realizaron con el programa Spectra Manager.
Debido a la irreversibilidad de la desnaturalización térmica de Skl y 
las quimeras QLAS1 y QSLA2, los perfiles de desnaturalización térmica 
se describieron fenomenológicamente, ajustándolos a una o dos sigmoi-
des, dependiendo del número de transiciones observadas, utilizando la 
ecuación [3.4]:
Θ (T ) = ΘN + Σ
n
i =1 ∆Θi {exp [- HDi (Tm
i - T )/R· T · Tm
i 
 
]}/{1 + exp [-Ai (Tm
i  - T )/R· T · Tm
i  ]  [3.4] 
 siendo Θ(T ) la elipticidad a la temperatura T (grados Kelvin), ΘN la 
elipticidad de la proteína nativa, n el número de transiciones, ΔΘi el in-
cremento de la elipticidad asociado a la transición i, R la constante de los 
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gases, y Tmi  y Ai la temperatura media de transición y un parámetro que 
describe la cooperatividad (pendiente) de la transición correspondiente. 
3.2.5.e. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
La estabilidad térmica y la organización en dominios de las proteínas 
estudiadas se caracterizaron también por calorimetría diferencial de ba-
rrido, tanto en presencia como en ausencia de colina.
La calorimetría diferencial de barrido o DSC (del inglés Differential 
Scanning Calorimetry) permite estudiar la estabilidad y la organización 
estructural de las macromoléculas biológicas registrando la capacidad 
calorífica (Cp) de la biomolécula como una función continua de la tem-
peratura, a presión y velocidad de calentamiento constantes (Figura 3.3). 
A partir de los termogramas se puede caracterizar el proceso ener-
géticamente, mediante la relación existente entre ΔCpd (variación de la 
capacidad calorífica), ΔHd (variación de entalpía) y ΔSd (variación de en-
tropía) (Privalov, 1979). La dependencia de Cp con la temperatura viene 
dada por la ecuación [3.5], en la que la constante de desnaturalización a 
la temperatura T, Kd (T ), puede calcularse con la expresión [3.6]. 
siendo CpN la capacidad calorífica de la forma nativa y Tm la posición del 
máximo en la curva de Cp. 
Aplicada al estudio de proteínas, la técnica de DSC puede proporcio-
nar información sobre la energética y el mecanismo de desnaturaliza-
ción (interacciones entre dominios, procesos asociados a la pérdida de 
estructura, etc.) cuando la desnaturalización tiene lugar en condiciones 
de equilibrio. En el caso de procesos irreversibles es posible obtener in-
formación termodinámica y estructural cuando la población de formas 
reversiblemente desnaturalizadas es significativa dentro del intervalo 
de temperatura en que tiene lugar la transición, o información cinética 
cuando la desnaturalización está controlada por la etapa irreversible 
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Los experimentos de DSC se realizaron en un microcalorímetro VP-
DSC (MicroCal Inc.) a una presión de 2 atmósferas y desgasificando pre-
viamente todas las soluciones utilizadas, para evitar que la posible for-
mación de burbujas durante el calentamiento distorsione el termograma. 
La línea de base instrumental se registró antes de realizar el experimento 
con la proteína, cargando, tanto la célula de muestra (≈ 0,5 ml) como la 
de referencia, con el tampón de la última diálisis. Las curvas de capa-
cidad calorífica de la proteína se corrigieron restando la línea de base 
instrumental y se normalizaron respecto al número de moles de proteína 
en la celda de medida. La variación de capacidad calorífica entre el estado 
nativo y el desnaturalizado en la región de la transición (línea de base 
química) se aproximó, generalmente, mediante una función cúbica. 
La adquisición de datos y el análisis posterior de las curvas experi-
mentales se realizaron con los programas MCS Observer y Origin Mi-
crocal LLC DSC (MicroCal Inc.), respectivamente (Tabla 8.2).
Figura 3.3. Curva de capacidad calorífica en función de la temperatura. CpN y CpD 
son las capacidades caloríficas del estado nativo y desnaturalizado de la proteína, 
respectivamente. El trazo discontinuo entre ambas señales indica la línea de base 
química, observándose la variación de la capacidad calorífica del sistema con el 
aumento de la temperatura. Tm es la temperatura del máximo de la transición y ΔHD 
es la entalpía total del proceso de desnaturalización, cuyo valor viene dado por el área 
comprendida entre la curva experimental y la línea de base química.
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La pérdida de las transiciones tras el primer barrido puso de manifiesto la 
irreversibilidad del proceso de desnaturalización en todos los casos estu-
diados, por lo que se realizaron experimentos a varias velocidades de ca-
lentamiento, a fin de evaluar la influencia de la etapa irreversible sobre los 
termogramas (Sanchez-Ruiz, 1992; Usobiaga et al., 1996; Varea et al., 2004). 
Las curvas de desnaturalización de Skl en ausencia y en presencia de co-
lina se analizaron utilizando, respectivamente, un modelo con una o dos 
transiciones irreversibles entre dos estados mediante la ecuación [3.7]: 
Cp = Σ n1 (ΔHdi · Eai / R· Tmi2 )· exp{1/exp [Eai (T - Tmi )/R· T 2 )     [3.7]
donde n es el número de transiciones, ΔHdi , Eai y Tmi la entalpía de desna-
turalización, la energía de activación del proceso irreversible y la tempera-
tura del máximo de la función de capacidad calorífica para la transición i, 
R la constante de los gases y T la temperatura absoluta.
3.2.5.f. Ultracentrifugación analítica 
La ultracentrifugación analítica engloba un conjunto de técnicas que 
permiten obtener información sobre la masa molecular, heterogeneidad, 
forma hidrodinámica aproximada y estado de asociación en solución de 
proteínas y otras biomoléculas. Permite, además, caracterizar procesos 
de asociación en los que la masa molecular del complejo resultante difie-
re de forma significativa de las de sus componentes aislados (Pedersen, 
1983; Schachman, 1989; Weber, 1992; Wyman & Gill, 1990). Desde un 
punto de experimental hay dos aproximaciones básicas para estudiar un 
sistema: equilibrio de sedimentación y velocidad de sedimentación, cuya 
diferencia fundamental es la velocidad angular, ω, del campo centrífugo 
aplicado (Cole et al., 2008).
3.2.5.f1. Equilibrio de sedimentación
En el equilibrio de sedimentación la macromolécula se somete a un cam-
po centrífugo moderado que permite alcanzar la condición de equilibrio 
termodinámico entre las moléculas que se mueven hacia el fondo de la 
célula (acción de la fuerza centrífuga) y las que difunden hacia el frente 
(compensación del gradiente de concentración creado por el campo 
centrífugo) en cada posición radial. Cuando se alcanza el equilibrio, 
el gradiente de concentración sólo depende de la masa molecular de la/s 
macromolécula/s estudiada/s y de la dependencia de ésta con la concen-
tración, y viene descrito por la ecuación [3.8]:
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donde M w,app es la masa molecular aparente, T es la temperatura absoluta, 
C la concentración de macromolécula, υ el volumen específico parcial 
de la proteína,  r la densidad de la disolución, ω la velocidad angular 
y r  la distancia radial. Con este tipo de experimentos pueden definirse 
masas moleculares, la estequiometría de un complejo, las constantes de 
asociación que dan lugar a la formación del mismo y la no-idealidad de 
una solución. 
3.2.5.f2. Velocidad de sedimentación
En los experimentos de velocidad de sedimentación las macromoléculas 
se someten a un campo centrífugo elevado (ω ≥ 45.000 rpm), formán-
dose un frente en movimiento que da lugar a un transporte neto de 
masa hacia el fondo de la célula, al ser la fuerza de sedimentación mayor 
que la de difusión. La medida de la concentración de macromolécula en 
función de la distancia radial (perfiles de sedimentación) a intervalos 
regulares de tiempo permite determinar la velocidad del movimiento del 
frente (relacionada con el coeficiente de sedimentación de la partícula) 
y el ensanchamiento del mismo (relacionado con el coeficiente de difu-
sión) en función del tiempo (Hansen et al., 1994; Ralston, 1993). Ambos 
coeficientes están relacionados con el tamaño y la forma de la molécula 
o moléculas que sedimentan. La variación del perfil de sedimentación en 
función del radio y del tiempo viene descrita por la ecuación de Lamm 
(ecuación 3.9), cuyo ajuste a los datos experimentales permite obtener 
los coeficientes de sedimentación (s ) y difusión (D ):
siendo ω la velocidad angular, C la concentración de proteína, r la distan-
cia radial y t el tiempo.
Los experimentos a 20 ºC se realizaron en una ultracentrífuga Optima-
XLA (Beckman-Coulter) equipada con un sistema de detección UV-Visible 
que permite la selección de la longitud de onda en el intervalo 200-700 nm. 










dC 221 ω [3.9]
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una Optima XL-1 (Beckman-Coulter) equipada con sistema de detec-
ción por interferencias. En ambos casos se utilizó un rotor An50Ti y 
células de doble sector con ventanas de cuarzo de 12 mm de paso óptico 
y un cuerpo central de seis (equilibrio de sedimentación) o dos (velocidad 
de sedimentación) agujeros. Las muestras de proteína se equilibraron 
previamente en el tampón de medida y, en su caso, la concentración 
requerida de colina se añadió directamente a la muestra o se incluyó 
en el tampón de diálisis. Los volúmenes específicos parciales ( υ ) de las 
proteínas a 20 ºC, necesarios para el análisis de los datos, se calcularon a 
partir de la composición de aminoácidos con el programa SEDNTERP 
(Laue et al., 1992; Tabla 8.2) y son 0,722 (Skl silvestre, mutantes catalí-
ticos y QLAS1) y 0,721 (LytA y QSLA2). La densidad y viscosidad de 
los tampones se calcularon con SEDNTERP y las de las soluciones de 
colina con las ecuaciones descritas por Shaukat y Buchner (2011).
Las medidas de equilibrio de sedimentación se realizaron a tres velo-
cidades distintas, para analizar la posible heterogeneidad de la muestra, 
utilizando muestras de 80 µl (~ 0,2 mg/ml). Con este volumen de mues-
tra y a las velocidades seleccionadas, el equilibrio se alcanza en menos 
de 12 horas. La contribución de la absorbancia del tampón se determinó 
sedimentando el material proteico a 45.000 rpm durante 6 horas y ha-
ciendo la lectura de la absorbancia en las proximidades del menisco. El 
peso molecular promedio aparente se obtuvo ajustando a los datos expe-
rimentales la ecuación que describe la distribución radial del gradiente de 
concentración para una especie ideal en el equilibrio con la versión 1.1.2 
del programa HeteroAnalysis (Tabla 8.2).
Las medidas de velocidad de sedimentación se realizaron a 20 ºC 
(~ 0,2 mg/ml) o 4 ºC (~ 4 mg/ml) utilizando muestras de 400 µl y una 
velocidad de 45.000 rpm. El coeficiente de sedimentación se calculó a 
partir de la velocidad de movimiento del frente de sedimentación uti-
lizando el programa SEDFIT (Schuck, 2000; Tabla 8.2), con el que se 
corrigieron también los valores experimentales a las condiciones de refe-
rencia (s20,w , agua a 20 ºC). El coeficiente de fricción traslacional ( f/f0) y el 
radio de Stokes (RS) se calcularon a partir de los valores de s20,w  y  la masa 
molecular con el programa SEDNTERP, utilizando para ello el grado 
de hidratación de la proteína y el volumen específico obtenidos previa-
mente a partir de la secuencia aminoacídica con SEDNTERP.
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3.2.5.g. SAXS
SAXS (del inglés Small Angle X-ray Scattering) es una técnica analítica 
en la que la dispersión elástica que sufren los rayos-X al atravesar una 
muestra en solución se registra a valores pequeños del ángulo formado 
entre el haz incidente y el dispersado (~ 0,1 º - 10 º) (Putnam et al., 2007). 
En la Figura 3.4 se muestra el proceso seguido para realizar y procesar 
un experimento de SAXS. En soluciones diluidas, y debido a la distri-
















Figura 3.4. Representación esquemática de un experimento de SAXS. Los rayos-X 
incidentes, altamente colimados, se dispersan tras interaccionar con la muestra. 
El ángulo de dispersión respecto al haz es 2θ. El perfil de dispersión, tras restar 
la contribución del tampón, es función del vector de dispersión q (momento de 
transferencia) (q = (4π sen θ)/λ, siendo λ la longitud de onda del haz de rayos-X 
incidente). A partir del perfil de dispersión se calcula la distribución de pares de 
distancias, que permite obtener las dimensiones máximas de la partícula (Dmax), y el 
radio de giro (Rg) con los cuales se acota el espacio en el que se pueden generar de 
forma iterativa modelos tridimensionales de esferas, hasta que su perfil teórico de 
dispersión se asemeje lo más posible al perfil experimental.
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SAXS es además un método de contraste en el que el valor promedio de 
la señal dispersada por el soluto se obtiene tras sustraer la contribución 
del solvente. En muestras monodispersas, es proporcional a la dispersión 
de una sola molécula promediada sobre todas las orientaciones posibles 
(Svergun, 1992). Por ese motivo, y a diferencia de la difracción de rayos-
X, los espectros de SAXS carecen de la información relativa a las fases y 
su transformada de Fourier inversa proporciona, en vez de la estructura 
tridimensional, la función de distribución de pares de distancias (mono-
dimensional) entre dos puntos de la partícula (P(r )) (Koch et al., 2003). 
Los perfiles de dispersión permiten obtener además de forma directa 
otros parámetros relacionados con el tamaño, forma y estado de asocia-
ción de la molécula estudiada, como son la masa molecular, la longitud 
máxima de la partícula (Dmax ) y el radio de giro (Rg ), relacionado con la 
distribución de masas dentro de la misma.
Aunque no es posible obtener una estructura tridimensional a partir 
de los perfiles de dispersión, sí se puede calcular el perfil de dispersión 
de cualquier estructura conocida a la resolución deseada. Esto permite 
obtener modelos 3D ab initio de una partícula en solución a partir de 
los datos derivados de los espectros de SAXS con una resolución de 
nanómetros, cuando se trabaja con muestras homogéneas, y obtener in-
formación sobre las características de sistemas flexibles (Chacon et al., 
1998; Petoukhov & Svergun, 2005; Putnam et al., 2007; Svergun & Koch, 
2002). Todos los métodos ab initio (DAMMIN, DAMMIF, DALAI_GA, 
GASBOR, etc.) generan modelos tridimensionales formados por esferas 
idénticas cuyos perfiles de dispersión teóricos se comparan iterativamen-
te con el perfil experimental hasta obtener un modelo cuyo perfil se 
asemeje lo más posible al mismo (Chacón et al., 2000; Franke & Svergun, 
2009; Svergun, 1999; Svergun et al., 2001).
Por otro lado, la combinación de datos de SAXS con modelos estruc-
turales a alta resolución permite analizar la organización de proteínas 
modulares o complejos macromoleculares, bien por comparación de los 
perfiles teóricos de dispersión de los modelos propuestos manualmente 
con los experimentales, o bien mediante modelado de la disposición de 
los diferentes elementos de estructura utilizando métodos de cuerpo rí-
gido (BUNCH y SASREF), y comparando el perfil de dispersión teórico 
del modelo con el perfil experimental (Petoukhov & Svergun, 2005).
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3.2.5.g1. Recogida de espectros
Tras definir mediante ultracentrifugación analítica las condiciones ade-
cuadas para obtener las formas monoméricas o diméricas de Skl en solu-
ción, se registraron los espectros de SAXS, en ausencia y en presencia de 
colina, en la línea 2.1 del Sincrotrón de Daresbury y en la línea BM25 del 
ESRF (European Synchrotron Radiation Facility; Grenoble). Se cubrió 
un rango del vector de dispersión (definido como q = 4π (senθ/l) com-
prendido entre 0,01 y 0,25 Å-1. Los valores absolutos de q se obtuvieron 
por referencia a las repeticiones de 67 nm del colágeno hidratado de 
cola de rata (Andreu et al., 1992). Las medidas se realizaron a 4 ºC y los 
espectros de dispersión se registraron durante 30 periodos (“frames”) 
de 30 segundos, utilizando una cámara oscilante para minimizar el po-
sible daño de las muestras por efecto de la radiación. Las proteínas se 
dializaron previamente frente al tampón de medida y se centrifugaron a 
4 ºC en una ultracentrífuga Optima de Beckman Coulter (20 -30 minu-
tos, 45.000 rpm, rotor TLA-100.3), desechando el tercio inferior de las 
muestras para evitar la interferencia de posibles agregados. Los espectros 
se registraron a tres concentraciones diferentes de proteína (2 - 8 mg/ml) 
para evaluar posibles efectos derivados de la asociación o repulsión en-
tre moléculas y obtener, en su caso, el perfil de dispersión a dilución 
infinita (Putnam et al., 2007). Los espectros del solvente, registrados con 
el tampón del último dializado, se sustrajeron de los datos de la muestra 
para obtener los perfiles de dispersión netos de las proteínas. 
3.2.5.g2. Procesado y análisis de datos
Los datos experimentales se normalizaron por la intensidad del haz y por 
la respuesta del detector antes de ser tratados con el software suminis-
trado por el “Collaborative Computational Project for Fiber Diffraction 
and Solution Scattering” (Tabla 8.2). Los espectros monodimensionales 
obtenidos se trataron con programa Primus, dentro del conjunto de pro-
gramas ATSAS (Tabla 8.2), siguiendo el siguiente protocolo: 
 h promediado de todos los datos (“frames”) recogidos para cada 
muestra tras eliminar aquellos que mostraban indicios de altera-
ciones en la proteína por efecto de la radiación.
 h sustracción de la contribución del solvente. 
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 h representaciones preliminares de Kratky, como comprobación de 
que la proteína está correctamente plegada, y Guinier, para veri-
ficar si los datos son lineales a bajo ángulo, lo que indica ausencia 
de agregados.
 h extrapolación de los datos a dilución infinita para la obtención de 
curvas de dispersión ideal, con las que se continuó el proceso de 
modelado de la estructura.
 h cálculo de Rg y de la intensidad dispersada a ángulo 0 º (I0 ), volu-
men de Porod y masa molecular a partir de las representaciones de 
Guinier y Porod. El volumen de Porod permite estimar la masa de 
la partícula (Mw = VPorod / 1,7), siendo este cálculo independiente 
de la concentración de proteína (Porod, G., 1982).
 h cálculo del diagrama de distribución de distancias para obtener Rg y 
Dmax con AutoGNOM y el programa GNOM (Petoukhov et al., 2007). 
3.2.5.g3. Construcción de modelos 3D ab initio y determinación de la 
orientación relativa de los módulos por modelado de cuerpo 
rígido
El paquete ATSAS proporciona los programas necesarios para la cons-
trucción de modelos de esferas, modelado de cuerpo rígido, superposi-
ción de estructuras y cálculo de espectros teóricos de SAXS. En el mode-
lado ab initio se generaron conjuntos de 10 modelos de esferas con DAM-
MIN (Svergun, 1999) (modos “fast” y “slow”) o DAMMIF (Franke & 
Svergun, 2009). En cada caso, los 10 modelos de esferas generados se 
superpusieron y alinearon en pares con SUPCOMB (Kozin & Svergun, 
2001), descartándose los más divergentes. El modelo con menores di-
ferencias con respecto al promedio (menor NSD) se consideró el más 
probable. Para intentar obtener un modelo promedio mejorado, las es-
tructuras seleccionadas y alineadas con SUPCOMB se promediaron con 
DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003). El modelo promediado (fichero 
“damstart”) se utilizó después como punto de partida en DAMMIN para 
intentar generar un modelo refinado cuyo perfil de dispersión se ajustara 
mejor a los datos experimentales. En el modelado del dímero de Skl, se 
utilizaron también las opciones “sin” y “con” restricción de simetría P2. 
Se seleccionaron como mejores modelos aquellos cuyos perfiles teóricos 
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de dispersión coincidían mejor con los experimentales (menor desvia-
ción cuadrática media (χ 2 )).
La orientación relativa de los módulos de Skl dentro de la estruc-
tura completa de la proteína se exploró mediante modelado de cuer-
po rígido con SASREF y BUNCH (Petoukhov & Svergun, 2005), 
modificando la disposición relativa de los modelos a alta resolución 
construidos para cada uno de ellos (véase apartado 3.2.5.h) has-
ta minimizar la desviación entre el espectro teórico de SAXS, calcu-
lado para la estructura global, y el perfil experimental. Los modelos 
generados con SASREF/BUNCH se superpusieron automáticamen-
te sobre la envuelta molecular generada por DAMMIN/DAMMIF 
con el programa SUPCOMB (Kozin & Svergun, 2001). El cálculo de los 
espectros de SAXS de los modelos generados se realizó con CRYSOL 
(Svergun et al., 1995). Los coeficientes de sedimentación y los radios 
de Stokes de los modelos de esferas se calcularon con el programa 
HYDRO++ (García de la Torre et al., 2007) y los de los modelos a alta 
resolución obtenidos con SASREF, con HYDROPRO (Ortega et al., 
2011) (Tabla 8.2), con el fin de compararlos con los valores experimen-
tales obtenidos mediante ultracentrifugación analítica.
3.2.5.h. Modelado por homología de los módulos de Skl
Los modelos estructurales del módulo catalítico (N-Skl) y el CBM (C-
Skl) de Skl se construyeron mediante modelado por homología utilizan-
do diferentes patrones estructurales.
3.2.5.h1. Búsqueda de patrones estructurales y alineamiento de 
secuencias
La búsqueda de patrones estructurales en las bases de datos de proteínas 
de estructura conocida para cada uno de los módulos de Skl se realizó 
con DELTA-BLAST (Altschul et al., 1997), utilizando un valor de de 
0,005 como índice de corte (E) y reteniendo solo aquellas secuencias 
con los mejores valores del mismo. Cuando la búsqueda de moldes ba-
sada en la secuencia dio como resultado proteínas con un porcentaje de 
identidad inferior al 40 % se emplearon servidores de búsqueda basados 
en plegamiento (Phyre, HHPred, I-TASSER) (Tabla 8.2) para encontrar 
los moldes más adecuados a cada módulo de la proteína.
El alineamiento de los patrones estructurales con la secuencia a mo-
delar se realizó automáticamente con CLUSTAL (Thompson et al., 1997) 
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y/o MODELLER (Sali & Blundell, 1993), y se modificó manualmente, 
cuando se consideró necesario, teniendo en cuenta factores tales como la 
concordancia de la estructura secundaria de los moldes con la predicción 
realizada para la secuencia problema, la conservación de residuos fun-
cionalmente importantes dentro de la familia, la distribución de zonas 
cargadas, etc. 
La predicción de estructura secundaria se realizó de forma indepen-
diente para cada uno de los módulos utilizando tres métodos distintos: 
Psi-Pred (McGuffin et al., 2000), J-Pred, (Cuff & Barton, 2000) y Predict-
Protein (Rost et al., 2004). Solamente se consideraron en la evaluación del 
alineamiento aquellos residuos para los que al menos dos de los métodos 
predijeron el mismo tipo de estructura con una fiabilidad superior al 
85 %.
3.2.5.h2. Construcción y validación de los modelos 
Los modelos de cada módulo de Skl se generaron por separado con MO-
DELLER (Sali & Blundell, 1993) seleccionándose los mejores en base al 
potencial DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) proporcionado 
por el programa (un potencial más negativo indica un modelo energéti-
camente más favorable). Los modelos se evaluaron también estereoquí-
micamente con el programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y ener-
géticamente con VERIFY3D (Bowie et al., 1991; Eisenberg et al., 1997; 
Lüthy et al., 1992). Se tuvo en cuenta, además, la conservación estructural 
de los residuos catalíticos y otros grupos funcionalmente importantes, 
así como el nivel de conservación de los elementos de estructura secun-
daria con respecto a los resultados de los métodos de predicción basados 
en el análisis de la secuencia.
3.2.6. Ensayos de actividad enzimática
3.2.6.a. Actividad enzimática in vitro sobre paredes purificadas
Los ensayos in vitro para determinar la actividad específica de las enzi-
mas purificadas se realizaron sobre paredes de neumococo (cepa R6) 
utilizando el procedimiento descrito por Mosser y Tomasz (1970). La 
mezcla de reacción contenía 10 µl de enzima a la concentración adecua-
da y 10 µl de paredes marcadas con [metil-3H] colina (60 Ci/mmol) en 
240 µl de tampón PB (pH 6,8). Tras 15 min de incubación a 37 ºC se 
detuvo la reacción con la adición de 10 µl de formaldehído (35 %, v/v), 
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añadiéndose también 10 µl de BSA (4 %, p/v) de forma que ésta actuase 
como cargo de los fragmentos de pared. Las muestras se centrifugaron a 
temperatura ambiente (12.000 × g, 15 min), recogiéndose la mayor parte 
del sobrenadante  (∼ 200 µl), para determinar el grado de hidrólisis de las 
paredes a partir de la radiactividad liberada al medio. Tras añadir 1 ml 
de líquido de centelleo se midió la radiactividad (cpm) en un contador de 
centelleo líquido (LKB Wallac). Una unidad de actividad enzimática se 
define como la cantidad de enzima que cataliza la solubilización de 1 µg 
de pared en 10 minutos (Höltje y Tomasz, 1976). En nuestras condicio-
nes experimentales esto corresponde a 715 cpm. La contribución de la 
radiactividad de fondo se eliminó realizando controles en paralelo en los 
que la enzima fue sustituida por tampón.
En los experimentos de conversión la mezcla de reacción se preparó 
y se preincubó durante 5 min a 4 ºC (mezcla agua-hielo), y tras 45 segun-
dos a 43 ºC se incubó a 37 ºC  durante 15 min.
Las paredes fueron proporcionadas por el Dr. Pedro García (CIB-
CSIC), en cuyo laboratorio se hicieron los ensayos.
3.2.6.b. Actividad bacteriolítica y bactericida
La actividad bacteriolítica y bactericida de las enzimas purificadas se ensa-
yó sobre suspensiones de bacterias crecidas en su medio correspondiente 
(apartados 3.1.1 y 3.2.1) hasta alcanzar la fase exponencial (DO550 ≅ 0,3). 
Una vez alcanzadas estas condiciones se sedimentaron por centrifugación 
(10 min, 3.800 rpm, Eppendorf Centifuge 5810 R, rotor A-4-62) y se la-
varon dos veces con PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM 
y KH2PO4 1,8 mM) al pH requerido, eliminándose el sobrenadante. Las 
bacterias se resuspendieron en el mismo tampón, ajustando la DO550 a 
aproximadamente 0,6, y se transfirieron a tubos de plástico (1 cm de paso 
óptico), manteniéndose en frío (mezcla agua/hielo). Como se muestra en 
la Figura 3.5, tras añadir la enzima en frío, las muestras se incubaron 
a 30 ó 37 ºC durante 60 minutos, monitorizando el valor de la turbidez 
(DO550) en función del tiempo en un espectrofotómetro Thermo Spec-
tronic Helios Epsilon (actividad bacteriolítica), y se determinó el número 
de células viables tras 60 minutos de incubación (actividad bactericida). A 
este fin, se realizaron diluciones seriadas de una alícuota de cada muestra 
en PBS y se sembraron, por triplicado, 10 µl de las mismas en placas de 
agar-sangre, que se incubaron a 37 ºC durante 24 horas antes de proceder 
al contaje de colonias formadas, y así determinar el número de células 
M AT E R I A L E S  Y  M É TO D O S
82
supervivientes (viables) en cada muestra (unidades formadoras de co-
lonia o CFU/ml). En todos los casos se realizaron controles en parale-
lo sustituyendo la enzima ensayada por el correspondiente volumen de 
tampón. 
Los datos mostrados en este trabajo son representativos de los resul-
tados obtenidos en al menos tres experimentos independientes, y los va-
lores correspondientes al número de células viables representan la media 
± la desviación estándar de al menos tres experimentos independientes 
con tres réplicas cada uno. En el caso de distribución de datos normal se 
eligió el análisis de la varianza (ANOVA de una vía) para comparaciones 
múltiples, utilizando, si existían diferencias significativas entre alguno 
de los grupos, el test post hoc LSD de Fisher (“Least Significant Diffe-
rence”). En el caso de distribución de datos no normal se empleó el test 
U de Mann–Whitney. El análisis estadístico se realizó con el programa 
STATISTICA (Tabla 8.2).
· Incubación
· DO en función 







Siembra y recuento 
de células viables
Figura 3.5. Esquema de un ensayo de actividad bacteriolítica y bactericida. Tras 
alcanzar la fase exponencial, las bacterias se centrifugan y resuspenden en tampón 
PBS al pH elegido. Se añade la enzima a la/s concentración/es seleccionadas para el 
ensayo y se incuba la mezcla durante 60 minutos a la temperatura elegida, registrándose 
el descenso en la DO550, provocado por la enzima en función del tiempo. Al finalizar 
la incubación se siembran, por triplicado, diluciones seriadas de la muestra en placas 
de agar-sangre y se procede al contaje de colonias tras 24 horas a 37 º C, determinando 
así el número de células viables (CFU/ml).
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3.2.6.c. Determinación de la CMI
La concentración mínima inhibitoria (CMI) se define como aquella a 
partir de la cual no hay crecimiento visible de bacterias tras 24 horas 
de cultivo en medio Mueller-Hinton suplementado con sangre lisada de 
caballo entre el 2,5 y el 5 %.
Las CMIs de las amidasas LytA y QSLA2 se midieron en placas multipo-
cillo mediante el método de microdilución aprobado por el “Clinical and 
Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2006), usando células de S. pneu-
moniae, previamente crecidas en placas de agar-sangre. Tras preparar 
una suspensión de las mismas en 3 ml de medio CA-MHB-LHB (apar-
tado 3.1.1) a una DO550 de ≅ 0,35 (correspondiente a 1 × 108 CFU/ml), 
se diluyó cinco veces para añadir 5 µl de la misma en cada pocillo, de 
forma que cada uno contuviera 1 × 105 CFU/100 µl. A los pocillos se 
añadieron también 100 µl de enzima a cada una de las concentraciones a 
ensayar y, en los casos indicados, DTT a concentración final de 0,25 mM 
(máxima posible sin que precipite el medio). Todos los ensayos se reali-
zaron por triplicado utilizando la cepa control de neumococo para ensa-
yos de susceptibilidad a antimicrobianos ATCC® 49619™ (serotipo 19F) 
(Tabla 3.1). La formación de colonias se analizó tras incubar a 37 ºC 
durante 24 horas.
3.2.7. Modelo animal de infección en embriones de peces cebra 
El modelo de infección mediante la técnica de inmersión de embriones 
de pez cebra en suspensiones de bacterias ha demostrado ser eficaz en 
la detección de nuevos agentes antimicrobianos (ASTM E729-96, 2014; 
Díez-Martínez et al., 2013). En este estudio hemos evaluado la capacidad 
de QSLA2 para proteger los embriones frente a la infección por S. pneu-
moniae. Los experimentos fueron realizados por The Zebrafish Lab (http://
thezebrafishlab.com) utilizando un protocolo previamente descrito 
(Díez-Martínez et al., 2013). Se consideró que la respuesta era positiva si 
se observaba un aumento en la protección de los individuos infectados 
estadísticamente significativa (mínimo p ≤ 0,05) en comparación con el 
control positivo no tratado con enzima.
Previamente se estudió la posible toxicidad de QSLA2, utilizando 
3,4-dicloroanilina como control positivo y medio E3 con y sin DTT 
1 mM como control negativo. Los ensayos de toxicidad aguda se reali-
zaron con embriones de pez cebra incubados previamente durante 24 h 
a 28 ºC en medio E3 (NaCl 5 mM, KCl 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM y 
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MgSO4 0,33 mM, pH 7). La exposición a QSLA2 se mantuvo desde las 
24 a las 96 horas post fecundación (hpf), añadiendo la enzima sobre cada 
embrión (20 embriones por cada condición, colocados individualmente 
en placas multipocillo), cambiándose el medio cada 24 h. El resultado 
del ensayo de toxicidad se consideró positivo cuando los embriones no 
presentaban movimiento, aunque hubiese latido del corazón, y/o alguno 
de los siguientes síntomas: embriones coagulados (vivos/muertos), re-
traso en desarrollo, malformaciones, inflamación de la ca vidad cardiaca 
y/o hepática, falta de latido del corazón y/o sangrado en branquias y/o 
cavidades óticas.
Para los ensayos de infección los embriones fueron tratados con prona-
sa (2 mg/ml, 2 min) a las 24 hpf, para eliminar el corion, se lavaron con E3, 
se distribuyeron individualmente en placas multipocillo y se incubaron, 
en las mismas condiciones, en medio E3 que contenía 1 × 108 CFU/ml 
de la cepa D39 de S. pneumoniae vivas o muertas (control negativo de infec-
ción) por calor, durante 8 h (60 embriones para cada condición). Trans-
currido el tiempo de infección, se lavaron rigurosamente los embriones 
y se transfirieron a una nueva placa multipocillo en la que recibieron una 
dosis única de proteína mediante inmersión en medio E3 suplementado 
con QSLA2 (+ 1 mM DTT) a las distintas concentraciones ensayadas, o 
el mismo volumen de tampón PB + 1 mM DTT como control negativo 
de la protección. A continuación se incubaron a 28 ºC en condiciones es-
tériles, siguiéndose la mortalidad varias veces al día hasta los 5 días post 
fecundación, renovando el medio E3 cada 24 h. Los embriones se consi-
deraron muertos cuando no se observó movimiento o cuando se daban 
algunas de las condiciones detalladas para los ensayos de toxicidad. 
Tanto los ensayos de toxicidad como los de evaluación de QSLA2 
como agente antimicrobiano se realizaron por triplicado. Los resultados 
del ensayo fueron analizados estadísticamente mediante el análisis de 
la varianza (ANOVA) seguido de un test de Dunnet como test post-hoc, 
usando GraphPad InStat v. 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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RESULTADOS




4.1.1. Reconocimiento de colina. Influencia en la estructura de Skl
El espectro de DC de las CBPs codificadas por neumococo y sus bac-
teriófagos es particularmente sensible a las contribuciones quirales de 
las cadenas laterales de los aminoácidos aromáticos que, como se indicó 
en la Introducción, son el elemento determinante de la configuración 
espacial de los sitios de unión a colina (Fernández-Tornero et al., 2001; 
Hermoso et al., 2003, 2005). Debido a ello, sus mínimos y máximos ca-
racterísticos pueden ser modificados por la unión de colina, pudiendo 
llegar a invertirse el signo de las bandas (Medrano et al., 1996; Varea et al., 
2004; Monterroso et al., 2008) . Por otro lado, la unión de colina induce la 
formación de dímeros en aquellas CBPs que, como Skl, tienen un CBM 
formado por seis repeticiones seguidas de un segmento de unos 20 ami-
noácidos en el extremo C-terminal (Monterroso et al., 2008; Usobiaga et 
al., 1996; Varea et al., 2004). En LytA, la pérdida de la capacidad de dime-
rización lleva asociada una caída de la actividad cercana al 90 % (Varea et 
al., 2000). Por ambos motivos hemos estudiado la unión de colina a Skl 
utilizando DC y ultracentrifugación analítica. Las medidas se realizaron 
a pH 6,5, óptimo para la actividad enzimática de Skl (Llull et al., 2006). 
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4.1.1.a. Caracterización espectroscópica de la valoración de Skl  
con colina
En ausencia de colina, el espectro de DC de Skl en la región del UV-
lejano muestra un mínimo en la zona de 210 nm y un máximo menos in-
tenso centrado en torno a 230 nm (Figura 4.1.1 A), observado también 
en el espectro de Pal, la endolisina del fago Dp-1 de neumococo (Varea 
et al., 2004). La adición de colina induce la aparición de un nuevo máximo 
positivo a 225 nm que altera la intensidad aparente del mínimo, despla-
zándolo ligeramente hacia el azul (≅ 208 nm). En el UV-cercano (Figura 
4.1.1 B) el espectro muestra 2 máximos a 263 nm y 291 nm y dos mí-
nimos a 287 nm y 297 nm, similares a los observados en los espectros 
de otras CBPs (Medrano et al., 1996; Monterroso et al., 2008; Varea et al., 
2004). La adición de colina provoca un desplazamiento de los mínimos 
hacia el azul y la intensidad de los mismos aumenta entre 5 - 10 veces. Los 
cambios observados en ambas regiones del espectro aparecen en zonas 
en las que predominan las contribuciones de tirosinas y triptófanos, que 
en el caso de Skl suponen un 22,7 % de la secuencia del módulo de unión 
a colina, siendo potencialmente responsables del reconocimiento del li-
gando alrededor del 11 % (Fernández-Tornero et al., 2001; Hermoso et al., 
2003, 2005). Por tanto, las variaciones en el espectro estarían reflejando 
modificaciones en el entorno de las cadenas laterales de los aminoácidos 
aromáticos implicados directamente en la unión de colina o modificados 
por una posible dimerización de la proteína.
Los cambios espectroscópicos inducidos por la unión de colina se 
utilizaron para caracterizar su afinidad por Skl registrando los espectros 
a concentraciones variables de ligando. En la Figura 4.1.2 se muestran 
los espectros obtenidos en el UV-lejano (panel A) y las curvas de valo-
ración generadas al representar los cambios en la elipticidad molar por 
residuo (Θ) a 222 nm y 287 nm en función de la concentración de colina 
(paneles B y C). La unión del ligando muestra un carácter claramente 
bifásico, observándose un primer cambio entre 1 y 20 mM de colina en 
el que la variación de la intensidad del espectro es relativamente pequeña, 
tanto en el UV - lejano como en el UV - cercano, y da lugar a un punto 
isodicroico a 228 nm. A concentraciones de colina superiores a 20 mM 
se observa un nuevo cambio en la intensidad de las bandas que supone 
aproximadamente el 80 % de la variación total a las dos longitudes de 
onda representadas, despareciendo, además, el punto isodicroico. Estos 
resultados ponen de manifiesto la existencia de dos clases de sitios de 
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unión con diferente afinidad hacia colina en el CBM de Skl. El análisis 
de las curvas de valoración en términos de la ecuación de Hill para dos 
clases independientes de sitios de unión (apartado 3.2.5.d2 en Materia-
les y Métodos) permitió estimar los valores de las constantes aparentes 
de disociación (K 10,5 app ≅ 1-5 mM; K 20,5 app= 96 ± 3 mM ) y sus respectivos 
índices de Hill (n 1H ≅ 1 y n 2H = 3,0 ± 0,3).
Figura 4.1.1.  Espectros de dicroísmo circular de Skl. Medidas realizadas en el UV-
lejano (A) y UV-cercano (B), en ausencia y en presencia de colina 300 mM. Las 
medidas se realizaron a 20 ºC en tampón PB pH 6,5, a 6 µM (UV-lejano) y 15 µM 
(UV-cercano) de Skl.
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Al igual que Skl, la autolisina LytA y la endolisina Pal contienen dos tipos 
diferentes de sitios de unión, pero su afinidad global por colina es sig-
nificativamente superior, con valores de 0,63 ± 0,05 mM (K 10,5 app) y  6,5 ± 
0,3 mM (K 20,5 app) en LytA (Medrano et al., 1996), y en torno a 8 y 10 mM 
(K 10,5 app y K 20,5 app) en Pal (Varea et al., 2004). Por el contrario, las curvas 
de valoración de las endolisinas Ejl (amidasa) y Cpl-1 (lisozima) son 
Figura 4.1.2.  Valoración de Skl con colina. (A) Variación del espectro de DC (UV-
lejano) en función de la concentración de colina. (B) y (C) Dependencia de la 
elipticidad molar por residuo con el logaritmo de la  concentración de colina a 287 
nm (Skl 15 µM) y 222 nm (Skl 22 µM). Las líneas continuas muestran el ajuste de 
la ecuación de Hill para un sistema con dos clases de sitios de unión independientes 
con los parámetros indicados en el texto. Los experimentos se realizaron a 20 ºC en 
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monofásicas, lo que indicaría una sola clase de sitios de unión cuyas afini-
dades son del orden de las estimadas para los sitios de mayor afinidad de 
Skl: K 0,5 app= 1,83 ± 0,02 mM en Ejl (Sáiz et al., 2002) y 3,6 ± 0,2 mM en 
Cpl-1 (Monterroso et al., 2008). Estas diferencias en afinidad eran, a pri-
ori, difíciles de predecir, teniendo en cuenta la elevada conservación de 
secuencia de los respectivos CBMs y que los residuos potencialmente im-
plicados en la unión a colina están prácticamente conservados en todas 
ellas. A pesar de ello, y como se detalló en la Introducción, la estructura 
cristalográfica de Cpl-1 muestra que, de los cinco sitios canónicos posibles 
atendiendo a la secuencia, solo dos o tres son funcionales debido a un cam-
bio en la estructura global del CBM y/o impedimentos estéricos (Hermoso 
et al., 2003), mientras que en LytA posiblemente lo son todos (Li et al., 
2015; Mellroth et al., 2014).
4.1.1.b. Estructura cuaternaria de Skl. Dependencia de la unión a colina.
El estado de asociación de Skl en ausencia y en presencia de colina se 
estudió mediante ultracentrifugación analítica. El carácter mono- o po-
lidisperso de las soluciones de proteína se analizó, en primer lugar, por 
velocidad de sedimentación, una técnica que permite además caracteri-
zar el comportamiento hidrodinámico de la molécula. La distribución de 
coeficientes de sedimentación obtenida a partir del análisis de los perfiles 
de sedimentación en ausencia de colina muestra una especie mayorita-
ria (> 90 %) cuyo coeficiente de sedimentación (s20,w = 2,85 ± 0,06 S) es 
compatible con una masa molecular de 34,2 kDa. Aparece además un 
pequeño pico ( ≅ 4 % a 6 µM de Skl) con un coeficiente de sedimentación 
en torno a 4,8 S, atribuible a especies de mayor masa molecular (Figura 
4.1.3). En presencia de colina el valor del coeficiente de sedimentación 
de la especie mayoritaria aumenta hasta 3,73 ± 0,01 S a pH 8,0, compati-
ble con la formación de un dímero, observándose también una pequeña 
fracción de muestra (≤ 10 % a 6 µM de proteína) con un coeficiente de 
5,8 S, ligeramente superior al de la especie de mayor tamaño detectada 
en la proteína libre. La forma y posición del máximo de la función de 
distribución de s20,w obtenida a distintos valores de pH sugiere que la 
formación del dímero estaría ligeramente desfavorecida por debajo de 
pH 7,0 (Figura 4.1.3 y Tabla 4.1.1). En la Tabla 4.1.1 se muestran los 
coeficientes de sedimentación de Skl libre y unida a colina, normalizados 
a las condiciones en agua a 20 ºC (s20,w), junto con la relación entre el 
coeficiente de fricción traslacional de Skl ( f  ) y el correspondiente a una 
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esfera rígida anhidra que sedimentase como Skl ( f0 ), y el radio de Stokes 
de la partícula hidratada (Rs). Los valores de f/f0 son superiores a los es-
perados para una partícula globular rígida, particularmente en el dímero, 
lo que sugiere que tanto el monómero como el dímero de Skl presentan 
estructuras alargadas y que la dimerización aumenta significativamente 
la longitud de la partícula, al igual que ocurre en otras CBPs de estruc-
tura conocida (Buey et al., 2007; Fernández-Tornero et al., 2001; Li et 
al., 2015; Mellroth et al., 2014). El incremento en el valor de Rs también 
confirma que la dimerización no tiene lugar por asociación lateral de los 
monómeros.
Tabla 4.1.1. Parámetros hidrodinámicos, en distintos solventes, de la especie 
mayoritaria de Skl en ausencia y en presencia de colina. s20,w, coeficiente de 
sedimentación normalizado a las condiciones del agua a 20 ºC; f/f0, relación entre 
coeficientes de fricción de Skl y el de la esfera rígida anhidra equivalente; RS, radio 
de Stokes. 
Colina (mM) s20,w (S) f/f 0 a Rs a (Å)
Tris 50 mM, pH 8,0 0 2,93 1,31 28,8
300 3,74 1,61 44,0
Tris 50 mM, pH 8,0 0 2,92 1,30 28,2
1 mM β-mercaptoetanol 300 3,72 1,63 44,4
PB, pH 8,0 0 2,82 1,35 29,2
1 mM β-mercaptoetanol 300 3,74 1,61 44,0
PB, pH 7,0 0 2,80 1,36 29,4
1 mM β-mercaptoetanol 300 3,66 1,65 45,0
PB, pH 6,5 0 2,79 1,34 29,0
100 2,84 ND ND
300 3,34 ND ND
a Los valores de f/f0  y RS se calcularon a partir del coeficiente de sedimentación y la masa de la 
partícula con el programa SEDNTERP utilizando la aproximación de Teller y el coeficiente 
de hidratación de la partícula (δw = 0,4099 g agua/g proteína) calculado a partir de la 
composición de aminoácidos (Kuntz, 1971).
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La formación de dímeros se verificó realizando experimentos de equi-
librio de sedimentación a diferentes concentraciones de colina; en la 
Figura 4.1.4 se muestra la variación de la masa molecular aparente 
con respecto a la masa del monómero (Mw,app/M0) a dos valores de 
pH distintos. Tanto en ausencia de colina como a concentraciones de 
ligando inferiores a 100 mM, los perfiles de sedimentación se ajustan 
al modelo ideal para una especie única cuya masa molecular aparente 
(36 ± 4 kDa) corresponde a la del monómero (Mw,app/M0 = 1,1 ± 0,1; me-
dia de 14 experimentos). A mayor concentración de colina el valor de 
Mw,app/M0 aumenta, alcanzando valores próximos a los esperados para 
el dímero (Mw,app/M0  ≅ 2,0 ± 0,1) a concentraciones de ligando iguales o 
superiores a 300 mM en tampón Tris 50 mM, pH 8,0. A igual concen-
tración de colina las masas promedio relativas obtenidas eran más bajas 
en tampón PB a pH 6,5, de acuerdo con lo mostrado en la Figura 4.1.3. 
Figura 4.1.3.  Distribución de los coeficientes de sedimentación de Skl en ausencia y en 
presencia de 300 mM colina en distintos tampones. Las medidas se realizaron a 20 ºC, 
45,000 rpm y 6µM de proteína.
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El intervalo de concentraciones de colina en el que tiene lugar la forma-
ción del dímero coincide con el de saturación de los sitios de más baja 
afinidad en la valoración realizada por DC (véase Figura 4.1.2), lo que 
sugiere que la dimerización de Skl es inducida por la unión de colina a 
los mismos. Este comportamiento es similar al de la amidasa Pal (Varea 
et al., 2004), aunque en esta endolisina la saturación de los sitios de baja 
afinidad y la dimerización tienen lugar a concentraciones de colina 10 
veces menores. Por el contrario, en LytA, la dimerización está ligada a la 
saturación de los sitios de mayor afinidad y la proteína es parcialmente 
dimérica en ausencia de ligando (Usobiaga et al., 1996; Varea et al., 2000).
Figura 4.1.4. Dependencia de la masa molecular promedio relativa (Mw,app/M0) de 
Skl con la concentración de colina. Las medidas se realizaron a Skl 6 µM y 20 ºC, 
utilizando hasta tres velocidades distintas.
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4.1.2. Estabilidad térmica y organización modular de Skl.  
Influencia del pH y la unión de colina
El estudio del efecto de la unión de colina en la estructura de Skl se com-
plementó caracterizando la estabilidad térmica de la proteína nativa y su 
dependencia del pH por DC y DSC. 
4.1.2.a. Análisis espectroscópico: DC
La desnaturalización térmica de Skl se siguió registrando los cambios 
inducidos por el aumento de la temperatura en el espectro de DC (UV-
lejano) y la variación de la elipticidad a 225 nm (longitud de onda de 
máxima variación) al calentar la muestra a velocidad constante. Como se 
puede ver en la Figura 4.1.5 A, la pérdida del máximo centrado a 230 
nm, característico de la estructura nativa del módulo catalítico, se produ-
ce entre 40 ºC y 60 ºC a pH 6,5. A partir de esa temperatura apenas hay 
cambios en el espectro, y la forma del mismo (con un mínimo alrededor 
de 215 nm) sugiere la existencia de estructura residual en la proteína 
desnaturalizada, posiblemente de tipo β (Medrano et al., 1996; Sáiz et al., 
2002; Varea et al., 2000). El proceso es, además, irreversible, ya que el es-
pectro de la proteína nativa no se recupera al volver a enfriar la muestra a 
20 ºC, manteniéndose igual que el obtenido a 90 ºC (datos no mostrados).
La estabilidad de Skl disminuye al aumentar la acidez del medio 
(Figura 4.1.5 B). Así, a pH 5,5, la desnaturalización comienza por de-
bajo de 40 ºC y la proteína comienza a precipitar por encima de 45 oC, 
dando lugar a una disminución generalizada de la intensidad del espectro 
(datos no mostrados). El aumento del pH produce un desplazamiento de 
la transición hacia temperaturas más altas, estabilizándose el efecto en 
torno a pH 7,0. A partir de pH 6,0 desaparece, además, la precipitación 
de Skl. En la Tabla 4.1.2 se muestran las temperaturas medias de transi-
ción (T1/2) obtenidas del ajuste de los perfiles de desnaturalización mos-
trados en la Figura 4.1.5 B a una sigmoide, según se indica en Materiales 
y Métodos (apartado 3.2.5.d3).
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Figura 4.1.5. Caracterización espectroscópica de la estabilidad térmica de Skl. 
(A) Dependencia con la temperatura del espectro de DC en el UV-lejano a pH 6,5. 
(B) Perfiles de desnaturalización térmica registrados a 225 nm a distintos pHs. Las 
medidas se realizaron en tampón PB al pH indicado en la figura, utilizando una 
velocidad de calentamiento de 30 ºC/h y una concentración de proteína de 4,8 µM.













































































4 . 1 .  L A  E N D O L I S I N A  S K L
99
Como se mostró en el apartado 4.1.1.b, la unión de colina a Skl in-
duce también un cambio en la estructura cuaternaria de la proteína y 
ambos procesos pueden contribuir a estabilizar la estructura nativa. En 
la Figura 4.1.6 se muestran los perfiles de desnaturalización obtenidos 
a pH 7,5 (máxima estabilidad) a concentraciones crecientes de colina. 
La unión del ligando induce un incremento de la T1/2 de unos 4 ºC a 
20 mM colina y de casi 13 ºC en presencia de colina 300 mM (Tabla 4.1.3). 
Las curvas son aparentemente monofásicas, lo que podría indicar que la 
desnaturalización del módulo catalítico y del CBM tiene lugar de forma 
simultánea o, alternativamente, que la variación de la elipticidad a 225 
nm refleja mayoritariamente la desnaturalización del CBM debido a la 
fuerte contribución de los residuos aromáticos del mismo en esta región 
del espectro (Figura 4.1.1 A). Al igual que en la proteína libre, la desna-
turalización de los complejos Skl/colina es irreversible.
Tabla 4.1.2. Influencia del pH sobre la T 1/2 del perfil de 
desnaturalización de Skl obtenido a 225 nma
pH T 1/2 (ºC)
5,5 ~ 42,4
6,0 44,63 ± 0,09
6,5 47,05 ± 0,09
7,0 47,9 ± 0,1
7,5 48,2 ± 0,1
8,0 48,1 ± 0,1
a Condiciones experimentales de la Figura 4.1.5 B.
colina (mM) T 1/2  (ºC)
pH 6,5 pH 7,5
0 47,05 ± 0,09 48,7 ± 0,1
20 47,05 ± 0,09 52,9 ± 0,1
100 53,54 ± 0,06 56,62 ± 0,08
300 — 61,48 ± 0,06
a Medidas realizadas a 225 nm en tampón PB a 11,9 µM de 
proteína (velocidad de calentamiento de 40 ºC/h).
Tabla 4.1.3. Dependencia del perfil de desnaturalización 
térmica de Skl a 225 nm con la concentración de colina a
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4.1.2.b. Calorimetría diferencial de barrido
Para completar el estudio de la estabilidad térmica de Skl e intentar es-
tablecer el origen del carácter monofásico de los perfiles espectroscópi-
cos, se caracterizó su desnaturalización térmica mediante DSC a pH 7,5. 
En la Figura 4.1.7 se muestran los perfiles calorimétricos obtenidos en 
ausencia y en presencia de 100 mM colina a dos velocidades de barrido 
diferentes. En ambos casos se observa un pico asimétrico que se despla-
za ligeramente hacia temperaturas más altas al aumentar la velocidad de 
calentamiento. En ausencia de colina, la desnaturalización tiene lugar 
con una variación de entalpía de 147 ± 10 kcal/mol y una temperatura de 
transición (Tm) muy próxima a la T1/2 del correspondiente perfil de DC. 
Figura 4.1.6.  Dependencia de la estabilidad térmica de Skl con la concentración de 
colina. Variación de la elipticidad molar promedio por residuo a 225 nm en ausencia 
y en presencia de colina a las concentraciones indicadas en la figura. Los barridos se 
realizaron a 4,8 µM Skl en tampón PB (pH 7,5) con una velocidad de calentamiento 
de 40 ºC/h.
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La forma y la posición del máximo de los perfiles experimentales pueden 
describirse asumiendo un modelo irreversible entre dos estados (N→ I ), 
lo que indica que la desnaturalización está controlada cinéticamente y 
que ambos módulos se comportan como un único bloque cooperativo. 
Esta conducta es característica de proteínas formadas por módulos o 
dominios que interaccionan fuertemente entre sí y ha sido observada 
previamente en la amidasa Pal (Varea et al., 2004) y en la lisozima Cpl-1 a 
determinadas concentraciones de colina (Monterroso et al., 2008). 
La unión a colina desplaza tanto la posición del máximo como el 
comienzo de la transición y aumenta la asimetría de los termogramas. 
La entalpía de desnaturalización aumenta también hasta valores medios 
de 187 kcal/mol, y el perfil de desnaturalización pasa a ser compatible 
Figura 4.1.7. Influencia de la velocidad de barrido en los termogramas de Skl 
registrados en ausencia y en presencia de colina 100 mM. Las medidas se realizaron 
a 40 ( ), 60 ( ) y 80 ºC/h ( ) en tampón PB (pH 7,5) a 9 µM de proteína. Las curvas 
continuas muestran el ajuste teórico de los datos experimentales (símbolos) al modelo 
indicado en el texto y las curvas discontinuas las componentes bajo la envolvente 
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Tabla 4.1.4. Dependencia de los parámetros de desnaturalización térmica de Skl con 

















0 40 48,29±0,02 146±9 132±4 137±5 48,4±0,1
0 80 48,92±0,01 147±10 133±1 144±1 49,10±0,04












a v es la velocidad de calentamiento, Tm la posición del máximo en la curva experimental, ∆Hcal 
la entalpía de desnaturalización medida por DSC, y Eaf   , ∆H f y Tmf  la energía de activación, la 
entalpía de desnaturalización y la temperatura de transición, estimadas a partir del análisis de los 
datos experimentales como uno o dos procesos irreversibles entre dos estados. b Los valores (1) 
y (2) corresponden a la primera y segunda transición, respectivamente.
con la existencia de dos procesos irreversibles entre dos estados bajo la 
envolvente, como se muestra en la Figura 4.1.7. Este comportamiento 
sugiere que, aunque la unión de colina podría estabilizar al módulo cata-
lítico a través de la interacción de éste con el CBM (la desnaturalización 
de Skl comienza a temperaturas más altas), el reconocimiento del ligando 
podría bien modificar la interacción entre dominios o bien minimizar su 
efecto sobre el proceso de desnaturalización, al aumentar la diferencia 
entre el valor de la Tm de cada módulo (Monterroso et al., 2008; Varea et 
al., 2004).
En la Tabla 4.1.4 se muestran los valores experimentales obtenidos 
para la entalpía total de desnaturalización (∆Hcal) y la temperatura de 
transición (Tm) en las distintas condiciones experimentales ensayadas, así 
como los parámetros obtenidos del análisis de las curvas experimentales 
en términos de una transición (Skl libre) o dos transiciones (complejo 
Skl/colina) irreversibles entre dos estados.
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4.1.3. Caracterización de la estructura 3D de Skl
4.1.3.a. Modelado del módulo catalítico. Residuos implicados en la 
catálisis
Como se indicó en la introducción, Skl es una N-acetilmuramoil-L-alanil 
amidasa cuyo módulo catalítico (N-Skl) pertenece a la familia CHAP 
(cisteína-histidina amidohidrolasa/peptidasa; PF05257) y el alineamiento 
de su secuencia con las de otras proteínas de la familia señala a la Cys31 
y la His92 como posibles residuos catalíticos (véase alineamiento de fa-
milia en el Anexo, Figura 8.1). La predicción de estructura secundaria 
(programas Psi-Pred, J-Pred, PredictProtein; Tabla 8.2) indica, además, 
que N-Skl contendría tres hélices-α y seis hebras-β, con una pequeña 
hebra adicional formada por los aminoácidos 20 y 21 (Figura 4.1.8). Se-
gún estas predicciones, la cisteína catalítica estaría en el extremo amino 
terminal de la segunda hélice-α, y la histidina catalítica en el extremo 
amino terminal de la tercera hebra-β.
Figura 4.1.8. Alineamiento de N-Skl con los moldes utilizados para la construcción 
del modelo 3D (PDB: 2K3A y 2K1G) y distribución de los elementos de estructura 
secundaria. Los cilindros azules (hélices-α) y las flechas verdes (hebras-β) indican la 
distribución de elementos de estructura secundaria en los moldes y en la predicción 
realizada para N-Skl. Las estrellas amarillas señalan la posición de los aminoácidos 
catalíticos en los moldes y sus equivalentes en Skl (numeración según la secuencia 
de Skl). Los símbolos en rojo y en azul muestran la identidad (*), sustituciones 
conservativas (:) y semi-conservativas (.) con 2K3A y 2K1G, respectivamente (entre 
paréntesis, nombre y número de aminoácidos de cada proteína).
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La búsqueda con DELTA-BLAST de proteínas de estructura conocida 
que pudieran ser utilizadas como molde en la construcción de un mo-
delo por homología de N-Skl no permitió identificar patrones estruc-
turales con más de un 19 - 24 % de identidad de secuencia y con buena 
cobertura de la secuencia, por lo que se utilizaron también métodos de 
reconocimiento del plegamiento (Phyre2, HHPred, I-TASSER; Tabla 
8.2). Ambas aproximaciones identificaron al dominio CHAP de la pro-
teína SSP0609 (código Uniprot: Q49ZM2_STAS1) (Rossi et al., 2009), 
procedente de Staphylococcus saprophyticus (código PDB: 2K3A), como 
el mejor patrón posible para la mayor parte de la secuencia de N-Skl 
(23,6 % identidad y 81 % de cobertura: residuos 27 al 141 de Skl). Con 
este molde, el extremo N-terminal de N-Skl (residuos 1 - 26), que según 
la predicción contendría una hélice-α, quedaba sin modelar. Se identificó 
como mejor molde para la primera parte de la proteína, por el mismo 
procedimiento, a la estructura del dominio NlpC/P60 de la lipoproteína 
Spr 33 de E. coli (código Uniprot: MEPS_ECOLI; código PDB: 2K1G) 
(Aramini et al., 2008), una cisteín-peptidasa que presenta un plegamiento 
tipo papaína (18 % identidad y 71 % de cobertura para los residuos 3 a 
98 de Skl). El alineamiento simultáneo de las secuencias obtenido con 
MODELLER (Tabla 8.2) se modificó manualmente basándose en la 
comparación de los elementos de estructura secundaria predichos para 
N-Skl con la distribución de estructura secundaria en los moldes utili-
zados, y en el alineamiento de secuencias dentro de la familia CHAP. Se 
generaron así varios alineamientos que diferían fundamentalmente en 
las posiciones de los “gaps” o huecos introducidos en los alineamientos 
de secuencia para intentar mejorar la concordancia de los elementos de 
estructura secundaria entre los moldes y el modelo. Para cada alinea-
miento se construyeron veinte modelos con MODELLER, empleando 
simultáneamente las regiones seleccionadas de los dos moldes. De los 
tres mejores modelos obtenidos en base al potencial DOPE suministra-
do por MODELLER, el que presentaba mejores valores en la validación 
energética (Procheck) y energética (VERIFY3D) y mejor correlación en 
la distribución de estructura secundaria y residuos relevantes fue el ge-
nerado con el alineamiento mostrado en la Figura 4.1.8. En la Figura 
4.1.9 se muestra la estructura del modelo comparada con la de los moldes.
El modelo final generado tiene seis hebras-β que, como en SSP0609, 
forman una lámina-β antiparalela, flanqueada en N-Skl por tres hélices-α 
(carece de la hélice-α situada entre las hebras β5 y β6 de SSP0609). 
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Figura 4.1.9. Superposición del modelo 3D de N-Skl con los moldes utilizados. 
(A) Superposición del modelo de N-Skl generado con el alineamiento mostrado en la 
Figura 4.1.8 (hélices-α en azul, hebras-β en verde y lazos en amarillo) con el molde 
2K3A (en gris). (B) Superposición con la región de 2K1G (en gris) empleada para 
completar el modelado del extremo N-terminal del modelo de N-Skl, representado 
con el mismo código de colores que en (A). En ambos casos se muestran las cadenas 
laterales de los residuos catalíticos utilizando el modelo de varillas (carbono en rojo, 
nitrógeno en azul y azufre en amarillo en N-Skl, y en gris para los moldes).
A
B
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Figura 4.1.10. Evaluación 
estereoquímica y energética 
del  modelo de N-Skl. 
(A) Representación de 
Ramachandran. En rojo, 
regiones permitidas (86,4 %); 
amarillo, regiones adicionales 
permitidas (11 %); crema, 
regiones generosamente 
permitidas (2,5 %); blanco, 
regiones prohibidas. Los 
residuos de glicina se 
representan como triángulos 
y el resto como cuadrados. 
Los residuos Asp22 y Asp113 
se encuentran en zonas 
correspondientes a lazos en 
el modelo, y el residuo Tyr67 
está al final de la primera 
hebra-β. (B) Perfil energético 
mostrando el valor promedio de 
la energía por residuo, calculado 
con VERIFY-3D. Los trazos 
rojo y verde representan los 
valores máximo y mínimo 
obtenidos, respectivamente. 
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Residues in most favoured regions  [A,B,L]    102  86.4%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]     13  11.0%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      3   2.5%
Residues in disallowed regions      0   0.0%
  ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues    118 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)      1       
Number of glycine residues (shown as triangles)     18       
Number of proline residues      4       
  ----       
Total number of residues    141       
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 
to have over 90% in the most favoured regions.
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El plegamiento que presenta es característico del clan CA de la superfa-
milia de las cisteín-peptidasas (Barrett & Rawlings, 1996). 
La posible cisteína catalítica (Cys31) está situada en el extremo amino 
terminal de la segunda hélice-α (α2) visible en el modelo, y la histidina 
conservada (His92) en el extremo amino terminal de la tercera hebra-β 
(β3), coincidiendo con las predicciones de estructura secundaria. Ade-
más, la hebra β4 contiene, en su extremo carboxilo terminal, un residuo 
polar conservado (Glu109 en Skl), cuya posición sugiere que podría estar 
implicado en la correcta orientación de la His92, formando lo que podría 
considerarse como una triada catalítica (Aramini et al., 2008; Rossi et al., 
2009; Sokabe et al., 2002). Estos residuos (Cys, His y residuo polar) se 
encuentran conservados en los moldes, según se muestra en el alinea-
miento de la Figura 4.1.8 y en la Figura 4.1.9. 
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Según el mapa de Ramachandran (Figura 4.1.10 A) calculado con Pro-
check (Tabla 8.2), el modelo final seleccionado no tiene residuos en zo-
nas no permitidas (el molde principal, 2K3A, tiene dos residuos en regio-
nes no permitidas y el molde 2K1G sólo tiene un residuo dichas zonas, si 
bien éstos se encuentran en lazos/bucles en ambas estructuras). El aná-
lisis de los moldes y el modelo para comparar la compatibilidad de la es-
tructura 3D con la secuencia de aminoácidos (VERIFY-3D, Tabla 8.2) 
muestra el valor promedio máximo de la puntuación (0,57) (Figura 
4.1.10 B), que es algo inferior a los de los moldes (2K3A: 0,73; 2K1G: 0,77).
4.1.3.a1. Construcción, aislamiento y caracterización de mutantes del 
centro activo
La implicación en la catálisis de los aminoácidos identificados “in silico” 
como posible triada catalítica de Skl, (Cys31, His92 y Glu109) se estu-
dió por mutagénesis dirigida. Para ello se sintetizaron tres genes donde 
los codones que codificaban para estos aminoácidos fueron modificados 
para sustituirlos, individualmente, por alanina. Estas construcciones se 
subclonaron en el vector pT7-7 para la expresión y posterior purificación 
de las proteínas mutantes (Skl-C31A, Skl-H92A y Skl-E109A) según el 
protocolo descrito en Materiales y Métodos (sección 3.2.4.b). El nivel 
de expresión de los tres mutantes era elevado, pero solamente las varian-
tes C31A y H92A pudieron purificarse a homogeneidad por cromatogra-
fía de afinidad en DEAE-celulosa con buen rendimiento (≅ 18 mg/litro 
de cultivo). En contra de lo esperado, el nivel de retención del mutante 
E109A en la columna de afinidad era muy bajo y la proteína eluída con 
colina de la columna (≅ 2,6 mg/litro de cultivo) formaba agregados y era 
poco estable, como se detallará más adelante. 
La masa molecular de los mutantes C31A y H92A y la homogenei-
dad de las muestras obtenidas tras la purificación se comprobó mediante 
SDS-PAGE y espectrometría de masas, correspondiendo tanto la movili-
dad electroforética como la relación masa/carga a los valores esperados a 
partir de la secuencia de aminoácidos (datos no mostrados). Los ensayos 
de actividad sobre paredes marcadas radiactivamente mostraban una caí-
da drástica en la actividad específica, hasta valores del 2 % con respecto 
a la enzima silvestre para el mutante H92A, y del 7 % para el mutante 
C31A. Para verificar que la inactivación era debida a la implicación del 
residuo mutado en la catálisis y no a cambios estructurales derivados de 
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la mutación, se comprobó la conservación de la estructura secundaria, 
terciaria y cuaternaria mediante DC (UV-lejano y cercano) y ultracentri-
fugación analítica. 
Los espectros de DC de los mutantes muestran pequeñas variaciones 
con respecto a los de Skl silvestre,  y los cambios inducidos por la unión 
de colina son comparables a los observados para la enzima silvestre (Fi-
gura 4.1.11 A y B). Lo mismo ocurre con los perfiles de desnaturaliza-
ción térmica registrados a 222  nm (Figura 4.1.11 C y Tabla 4.1.5), aun-
que en presencia de colina 300 mM se observa una pérdida de la señal 
hacia el final de la transición en el caso de los mutantes, consecuencia de 
su precipitación tras la desnaturalización. 
Las mutaciones introducidas (C31A y H92A) tampoco modificaban 
significativamente la estructura cuaternaria de la proteína, ni los cambios 
en la misma derivados de la unión de colina (Figura 4.1.12; Tabla 4.1.6). 
Figura 4.1.11. Comparación de los espectros de DC y la estabilidad térmica de Skl 
silvestre (Skl wt) y los mutantes C31A y H92A. Los espectros en el UV-lejano (A) y 
cercano (B) se obtuvieron a 20 ºC en ausencia (símbolos abiertos) y en presencia de 
colina 300 mM (símbolos cerrados) a 4,8 µM y 15 µM de proteína, respectivamente. 
Los perfiles de desnaturalización térmica se registraron a 222 nm en ausencia (C) y 
en presencia (D) de colina 300 mM, utilizando una velocidad de calentamiento de 
























































































tampón PB 300 mM colina
Skl wt 47,05 ± 0,09 59,48 ± 0,08
C31A 47,65 ± 0,06 ~ 59,6 b
H92A 46,58 ± 0,06 ~ 60,4 b
a Datos obtenidos del ajuste de una sigmoide a los perfiles de 
desnaturalización obtenidos a 222 nm (Figura 4.1.11 C y D). 
b Valores estimados asumiendo que la variación total de Θ222nm 
es igual a la de Skl wt.
Tabla 4.1.5. Valores de T1/2 de desnaturalización de Skl 
silvestre y los mutantes C31A y H92A en ausencia y en 
presencia de colina 300 mM. 
Figura 4.1.12. Distribución de los coeficientes de sedimentación de Skl silvestre y los 
mutantes C31A y H92A en ausencia y en presencia de colina. Medidas realizadas a 
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tampón PB 300 mM colina




 Medidas realizadas a 20 ºC en tampón PB, pH 6,5 (21 µM 
proteína).
Tabla 4.1.6. Masas moleculares promedio relativas 
(Mw,app/M0 ) de Skl silvestre y los mutantes C31A y H92A 
en ausencia y en presencia de colina 300 mM medidas 
por equilibrio de sedimentación a 
Al igual que en Skl silvestre, la forma predominante de los mutantes 
en ausencia de ligando es un monómero (s20,w = 2,74 S) que dimeriza 
(s20,w = 3,72 S) a concentraciones saturantes de colina, aunque los perfiles 
de sedimentación parecen indicar una mayor tendencia a la dimerización 
de los mutantes, al menos a pH 6,5. La desviación de las masas promedio 
relativas de los mutantes con respecto al valor esperado para el monóme-
ro en ausencia de colina, o para el dímero en presencia de 300 mM de co-
lina, podría deberse a la presencia de una pequeña fracción de agregados.
Estos resultados permiten asumir que la pérdida de actividad derivada de 
la mutación de los residuos Cys31 o His92 es consecuencia de su partici-
pación en la catálisis. En el caso del mutante E109A, por el contrario, el 
espectro característico de la estructura nativa se pierde en pocas horas a 
20 ºC. Además, el análisis por ultracentrifugación de las muestras dializa-
das a 4 ºC durante 24 h, para eliminar la colina utilizada en la elución de 
la columna de DEAE-celulosa, mostraba dos formas mayoritarias con 
coeficientes de sedimentación de 2,89 S (compatible con el monómero) 
y 4,37 S (superior al dímero) en ausencia de colina, y al menos cuatro 
formas de asociación diferentes con coeficientes de sedimentación 4,3 S, 
7,2 S, 10,3 S y 14,7 S en presencia de colina a 300 mM, lo que estaría indi-
cando agregación de la muestra (véase Figura 8.3 del Anexo). Debido a 
ello, cualquier cambio en actividad derivado de la sustitución del residuo 
Glu109 por alanina no puede atribuirse de forma inequívoca al papel 
de dicho residuo en la catálisis y pone de manifiesto la importancia del 
Glu109 para la estabilidad de Skl.
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4.1.3.b. Modelado del módulo de unión a colina. Superficie de 
dimerización
La predicción de estructura secundaria del CBM de C-Skl indicaba la pre-
sencia de hebras-β en las posiciones esperadas a partir de las estructuras 
conocidas de otras CBPs (Figura 4.1.13). Se observó, no obstante, una 
cierta tendencia a incluir en la primera hebra de cada repetición algunos 
residuos del giro con que finaliza la repetición anterior. La búsqueda de 
patrones estructurales realizada con DELTA-BLAST identificó como 
mejor molde posible a la estructura cristalográfica completa del CBM de 
LytA (C-LytA) de un profago de S. pneumoniae (código PDB: 4IWT) con 
un 63,12 % de identidad y un 100 % de cobertura (residuos 144 a 288) 
(Mellroth et al., 2014). Como muestra el alineamiento de la Figura 4.1.13, 
la mayoría de las diferencias en secuencia se encuentran en algunos lazos 
que unen las horquillas beta.
A partir de dicho alineamiento se generaron 20 modelos con MODE-
LLER, y aquellos con menor energía relativa según el potencial DOPE 
se evaluaron energética (VERIFY3D) y estereoquímicamente (Procheck). 
Figura 4.1.13. Alineamiento de secuencias y elementos de estructura secundaria de 
los CBMs de Skl (C-Skl) y LytA (C-LytA). Las flechas gruesas grises indican la posición de 
las hebras-β en el molde (C-LytA) y en la predicción realizada para C-Skl (numeración 
según la secuencia de Skl). Las flechas discontinuas p1 a p6 señalan las secuencias 
de las repeticiones. Los residuos implicados en la unión de colina, conservados en 
ambas proteínas, están enmarcados en negro. Los colores indican los aminoácidos 
implicados en la unión de cada una de las moléculas de colina (sitio 1 en azul, 2 en rojo, 
3 en morado, 4 en naranja, 5 en verde, 6 en magenta). El sitio 1 es el no canónico. Los 
símbolos indican identidad (*), sustituciones conservativas (:) y semi-conservativas (.).
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En las Figura 4.1.15 A y 4.1.14 se muestran, respectivamente, la estruc-
tura del mejor modelo generado y las representaciones de Ramachandran 
y VERIFY3D. 
El modelo de C-Skl muestra una estructura compuesta de 7 
horquillas-β, que a su vez forman una superhélice a izquierdas, análoga 
a la de C-LytA, en la que los residuos implicados en la unión a colina 
aparecen secuencial y estructuralmente conservados (Figuras 4.1.13 y 
4.1.15 B).
El mapa de Ramachandran (Figura 4.1.14 A) calculado con Procheck 
muestra un único residuo en la zona no permitida (Gln153), que en el 
molde corresponde a la Gly182. Los demás residuos de C-Skl que apare-
cen señalados en rojo en el mapa (Asp162, Ser164 y Lys235) están con-
servados en la secuencia en C-LytA, y se encuentran en los bucles que 
Figura 4.1.14. Evaluación 
estereoquímica y energética 
del  modelo 3D de C-Skl.
(A) Representación de 
Ramachandran. Los residuos 
de glicina se representan como 
triángulos y el resto de los 
residuos como cuadrados. En 
rojo, regiones más favorables 
(87,5 %); amarillo, regiones 
permitidas (9,4 %); crema, 
regiones generosamente 
permitidas (2,3 %); blanco, 
regiones prohibidas (0,8 %). 
Los residuos que aparecen en 
rojo en el mapa se encuentran 
en lazos de la estructura, 
tanto en el modelo como en 
el molde. (B) Valor promedio 
de la energía por residuo, 
calculado con VERIFY-3D, 
que se muestra en azul. Los 
trazos rojo y verde representan 
el valor máximo (0,68) y 
mínimo (0,28) obtenidos.  
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Residues in most favoured regions  [A,B,L]    112  87.5%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]     12   9.4%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      3   2.3%
Residues in disallowed regions      1   0.8%
  ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues    128 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)      2       
Number of glycine residues (shown as triangles)     12       
Number of proline residues      3       
  ----       
Total number of residues    145       
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 4.1.15. Modelo 3D de C-Skl. (A) Vista lateral de la superposición del modelo 
de C-Skl generado con MODELLER (coloreado por repeticiones; p1 a p6) con la 
estructura del molde (C-LytA, en gris), y vista basal mostrando la estructura de la 
superhélice a izquierdas. Las moléculas de colina se representan con modelo de 
esferas (C: gris, N: azul, O: rojo). (B) Superposición de las cadenas laterales de los 
residuos de C-Skl potencialmente implicados en la unión de colina, representadas 
con el código de colores utilizado en la Figura 4.1.13 (modelo de bastones) con los 
residuos correspondientes de C-LytA, representados en blanco. Las moléculas de 
colina (modelo de bastones y esferas) se transfirieron desde la estructura cristalina 
de C-LytA (PDB: 4IWT), excepto en el sitio 2, para el que se transfirió desde CbpF 
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conectan las horquillas-β. La Lys265 de LytA, equivalente a la Lys235 de 
Skl, también se encuentra en esa zona del mapa. VERIFY-3D (Figura 
4.1.14 B) evalúa la compatibilidad de la estructura con su propia secuen-
cia de aminoácidos. El trazo rojo representa el máximo valor promedio 
obtenido (0,68) que, aunque algo menor, es comparable al de C-LytA 
(0,78).
4.1.3.b1. Reconocimiento de colina
Los sitios canónicos de unión a colina están situados en la interfaz de 
dos repeticiones consecutivas (pn y pn+1 ). La interacción es, por un lado, 
de naturaleza hidrofóbica con los tres grupos metilos de la colina, y en 
ella participa un residuo hidrofóbico (metionina o leucina) localizado 
en el bucle que une la repetición pn+1 a la pn+2, y por otro lado, de tipo 
catión-π entre los anillos ricos en electrones de los aminoácidos aro-
máticos y la carga positiva de la colina (Fernández-Tornero et al., 2001). 
A diferencia de LytA o las endolisinas Pal, Ejl y Cpl-1, el tipo de residuos 
que conforman los sitios canónicos de unión a colina están perfectamen-
te conservados en cada una de las repeticiones de Skl: dos triptófanos 
de la repetición pn, una tirosina de la repetición pn+1 y un residuo de me-
tionina en el bucle que une ésta última a la repetición siguiente (Tabla 
4.1.7). En LytA existe además un sitio de unión no canónico formado 
por el Trp186 de la segunda hebra-β de la repetición p1 y dos residuos 
aromáticos (Tyr194 y Tyr214) situados en los bucles de las repeticiones p1 
y p2, respectivamente (Figuras 4.1.13 y 4.1.15). Los tres residuos están 
conservados también en las secuencias de Skl (sitio 1), Ejl, Pal y Cpl-1, 
que podrían unir, como LytA, una molécula adicional de colina. 
La transferencia de las moléculas de colina de la estructura de C-LytA a 
los sitios 1 y 3 a 6 de Skl no indica la existencia de impedimentos estéricos 
que dificulten la entrada del ligando. Lo mismo ocurre con el primer si-
tio canónico (sitio 2 ), en el que la molécula de colina del posible complejo 
ha sido transferida por superposición con la estructura cristalográfica de 
CbpF (código PDB: 2X8O).
Si bien los elementos conservados de secuencia serían en principio su-
ficientes para la unión de colina, la ausencia de estructuras a alta resolu-
ción de la proteína no nos permite establecer si todos ellos serían funcio-
nales, ni tampoco descartar la presencia de variaciones en el plegamiento 
global del CBM que, como en Cpl-1 (Hermoso et al., 2003) modificasen 
la capacidad de unión a colina.
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4.1.3.b2. Interfaz de dimerización
La formación del dímero de C-LytA implica la creación de interaccio-
nes mayoritariamente hidrofóbicas entre las horquillas C-terminales del 
CBD y el alineamiento de las horquillas beta de la repetición p6 de am-
bos monómeros (Figura 4.1.16). El análisis de la estructura permite dis-
tinguir tres regiones hidrofóbicas (véase Tabla 4.1.8) cuyas interacciones 
hacen posible la asociación de los monómeros característica de C-LytA, 
señalándose como especialmente importantes la Tyr294 y la Ile315 (Fer-
nández-Tornero et al., 2002). En concreto, la isoleucina-315 se considera 
un residuo clave en la dimerización inducida por colina y su mutación 
reduce la actividad específica de LytA sobre paredes de neumococo en 
un 90 %, independientemente de la carga o polaridad del aminoácido por 
el que se sustituya (Romero et al., 2007). La formación de seis enlaces de 
hidrógeno intermoleculares entre el Trp292 y la Ile315 (dobles) por un 
lado, y el Asp312 y la Tyr293 por otro, contribuye también a la estabiliza-
ción del dímero (Fernández-Tornero et al., 2002).
En la Figura 4.1.16 A se muestra la superposición del modelo genera-
do para el dímero de C-Skl con el dímero de C-LytA. Todos los aminoáci-
dos de las dos últimas horquillas-β de C-LytA implicados en los contactos 
hidrofóbicos importantes para la dimerización están conservados en la 
secuencia de C-Skl (Tabla 4.1.8), y posiblemente también en la estructu-
ra (Figura 4.1.16 B), a excepción de la Val317, que en Skl correspondería 
Sitio Residuos Repeticiones implicadas
  1 a W157 Y165 F185 — p1-p2
2 W149 W156 Y178 M186 p1-p2
3 W170 W177 Y199 M207 p2-p3
4 W191 W198 Y219 M227 p3-p4
5 W211 W218 Y239 M248 p4-p5
6 W231 W238 Y263 M271 p5-p6
a
 Sitio no canónico identificado en C-LytA (Li et al., 2015; Mellroth et al., 2014), propuesto 
también a partir de la estructura de Cpl-1(Buey et al., 2007).
Tabla 4.1.7. Residuos de Skl potencialmente implicados en la formación de los 
sitios de unión a colina.
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a la Thr287. En LytA, la Val317 interacciona con la Phe283 y la Tyr294 
dentro del monómero, para formar el núcleo hidrofóbico implicado en la 
dimerización. La sustitución de un grupo metilo por un hidroxilo asociada 
al reemplazo de valina por treonina podría afectar en Skl a los contactos 
del núcleo hidrofóbico con la Phe253 y la Tyr264, desestabilizando la 
formación del dímero (Figura 4.1.16 B). De hecho, el mutante V317T 
de LytA es un monómero en ausencia de colina, al igual que Skl silves-
tre, y la concentración de colina necesaria para la dimerización es un 
orden de magnitud mayor (≅ 20 mM) (Romero et al., 2007), mientras 
que la actividad se reduce al 50 % con respecto a LytA. Las dos últi-
mas horquillas-β del CBD y el lazo que las une difieren, también, en 
otros 8 aminoácidos, que estarían localizados fuera de la interfaz del 
dímero según el modelo construido para Skl. Además, la mayoría de 
las diferencias existentes son, en principio, poco significativas desde el 
punto de vista químico. Hay que señalar, sin embargo, el cambio de la 
Ala267 de Skl, situada en el bucle entre las dos últimas horquillas, por 
la Pro297 en LytA, y la presencia de dos lisinas (Lys259 y Lys260) en 
lugar de la Gly289 y la Thr290 de LytA (véase Figura 5.8 en la Dis-
cusión). Estos dos últimos residuos se encuentran orientados hacia el 
exterior en el giro de la penúltima horquilla-β y podrían influir en la 
orientación relativa de las dos últimas horquillas, afectando a la facili-
dad para formar el dímero, explicándose así las elevadas concentraciones 
de colina (~ 300 mM) necesarias para la completa dimerización de Skl. 
Por otro lado, esta drástica disminución de la afinidad parece sugerir que 
el sitio 6, situado entre las repeticiones p5 y p6, podría estar implicado en 
la dimerización, tal y como se ha propuesto también en LytA (Maestro 
& Sanz, 2005). 
Zona I Zona II Zona III
Skl F253 W262 Y264 P275 F277 V279 I285 T287 S256 Y263 L284
LytA F283 W292 Y294 P305 F307 V309 I315 V317 S286 Y293 L314
Tabla 4.1.8. Conservación en Skl de los residuos implicados en la dimerización de LytA. 
Se han subrayado los residuos especialmente importantes para la dimerización, y 
los no conservados se resaltan en negrita. Las zonas hidrofóbicas implicadas en la 
dimerización de LytA se señalan en Fernández-Tornero et al., 2002.
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Figura 4.1.16. Modelo del dímero de C-Skl e interfaz de dimerización. 
(A) Superposición con PyMol de dos monómeros del modelo de C-Skl (en verde y en 
azul) generado con MODELLER con la estructura del dímero de C-LytA (en blanco) 
(PDB: 4IWT). Los residuos de colina se representan con esferas rojas numeradas en 
cada monómero (1-6A y 1-6B). (B) Interfaz de dimerización de C-Skl basada en la 
estructura del dímero de C-LytA. Se señalan algunos de los aminoácidos implicados 
en la formación del núcleo hidrofóbico (modelo de bastones), que están conservados 
en secuencia y posición a excepción de la Thr287 (Val317 en LytA) (en magenta). Ct1 
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4.1.4. Caracterización de la organización modular de Skl  
por SAXS
La organización en dominios de Skl y los cambios estructurales induci-
dos en solución por la unión de colina se estudiaron también por SAXS. 
Los perfiles de dispersión se registraron a 4 oC utilizando radiación sin-
crotrón y unas condiciones experimentales que favorecían la formación 
del monómero o del dímero. La caracterización del monómero se rea-
lizó en Tris 50 mM, pH 8,0, mientras que la del dímero unido a colina 
se llevó a cabo en el mismo tampón suplementado con 300 mM colina. 
Cada muestra se midió a tres concentraciones diferentes para descartar la 
contribución de efectos debidos a la asociación y/o la interferencia entre 
partículas.
La Figura 4.1.17 muestra los perfiles experimentales obtenidos en 
ausencia y en presencia de colina a las tres concentraciones de Skl utili-
zadas tras sustraer la contribución del tampón, así como el valor de los 
radios de giro (Rg ) obtenidos mediante la representación de Guinier con 
AutoRg a dichas concentraciones. En presencia de colina las diferencias 
en los Rg están dentro del error experimental, por lo que se puede asumir 
que no hay interferencias por efecto de atracciones ni repulsiones entre 
las moléculas. Sin embargo, en los experimentos en ausencia de colina el 
valor de Rg disminuye al aumentar la concentración de Skl, un efecto que 
podría derivarse de la hidratación de las partículas (Kim & Gabel, 2015) 
o de interferencias entre las mismas (Putnam et al., 2007). Para elimi-
nar este efecto los análisis estructurales se realizaron con los perfiles de 
dispersión obtenidos tras extrapolar a dilución infinita las curvas expe-
rimentales (concentración cero). Como puede verse en la Figura 4.1.17, 
la forma de los perfiles es diferente en ausencia y en presencia de colina, 
pero no varía al cambiar la concentración de proteína.
En la Figura 4.1.18 A se muestra la representación de Kratky, cuya 
forma acampanada y ausencia de “plateau” confirma que la proteína está 
correctamente plegada en las condiciones de medida. La distribución de 
pares de distancias en ausencia de colina obtenida con GNOM (Figura 
4.1.18 B), con un máximo a 23 Å y otro alrededor de 40  Å, es típica de 
proteínas multidominios. El hecho de que éstos se mantengan, acompa-
ñados de otro máximo adicional a ≅ 80 Å, en la distribución correspon-
diente al dímero, sugiere que los dominios de Skl mantienen su entidad 
estructural en ambos estados de asociación.
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Figura 4.1.17. Perfiles experimentales de SAXS de Skl. Los espectros de dispersión se 
registraron en ausencia (A) y en presencia (B) de colina 300 mM, a tres concentraciones 
diferentes de Skl (en negro, 2,1 mg/ml; en rojo, 4,2 mg/ml; y en cian, 8,4 mg/ml). 
Los insertos muestran la dependencia de los valores de Rg obtenidos con AutoRg 
(representación de Guinier) con la concentración de Skl. Las medidas se realizaron a 
4 ºC en Tris 50 mM, pH 8,0.  





























    
    
	
   
 	   
 	   
 
	
   
 
  
Skl 300 mM colina
 
     

	    






















R E S U LTA D O S
120
Figura 4.1.18. Representación de Kratky (A) y distribución de pares de distancias en 
el espacio real de la partícula en solución (B) en ausencia (en rojo) y en presencia (en 
negro) de 300 mM colina. Los datos se calcularon a partir de los perfiles de dispersión 
extrapolados a dilución infinita. Los diagramas de la distribución de pares de distancias 
se calcularon con GNOM.
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En la Tabla 4.1.9 se muestran los valores de los parámetros estructurales 
relacionados con el tamaño y la geometría de las partículas en solución, 
obtenidos mediante diferentes representaciones y análisis de los datos 
experimentales con el paquete de programas ATSAS. Aunque tanto los 
resultados obtenidos mediante aproximaciones automáticas (Auto Rg, 
AutoPorod y AutoGnom) como las estimaciones de Rg e I0 (intensidad 
a q = 0) derivados de la aproximación de Porod son orientativos, la con-
cordancia entre ellos es indicativa de la calidad de las medidas. Por otro 
lado, los valores obtenidos con GNOM para el radio de giro (Rg) y la 
distancia máxima dentro de la partícula (Dmax) indican claramente que 
la dimerización supone un incremento notable en la longitud de la par-
tícula, lo que concuerda con los aumentos observados en el coeficiente 
de fricción traslacional y en el radio de Stokes obtenidos por velocidad 
de sedimentación. Asimismo, el incremento en Dmax desde 105 - 106 nm 
hasta aproximadamente 170 nm tras la unión de colina indica: 
i) que la dimerización no tiene lugar mediante interacciones laterales en-
tre monómeros; y ii) que el ángulo entre monómeros es inferior a 180º. 
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Como primera aproximación al modelado de la estructura tridimensional 
de la molécula completa, se construyeron modelos de esferas para ambas 
formas de Skl utilizando métodos ab initio (DAMMIN, DAMMIF), sin y 
con restricción de simetría P2 en el caso de Skl con colina, donde tanto 
los datos de equilibrio de sedimentación como la masa molecular esti-
mada por SAXS indican la formación de un dímero. Los modelos gene-
rados con ambos programas fueron similares. El modelo cuyo perfil de 
dispersión presentaba menor desviación ( χ 2 ) respecto al experimental 
fue, en el caso del monómero, el de menor NSD de 10 modelos obteni-
dos con DAMMIN en modo “slow” y, en el caso del dímero, el modelo 
Tabla 4.1.9. Parámetros estructurales en solución de Skl obtenidos a partir de los 












Auto Rg 30,3 ± 0,1 1,5 — — —
Guinier 30,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1 — — —
Autoporod — — — 68 41
Porod 29,5 1,8 — 52 30
AutoGnom 31,3 ± 0,1 1,80 ± 0,03 105 — —
Gnom 
manual 30,8 ± 0,5 1,82 ± 0,02 105 — —
Dímero
Auto Rg 49,8 ± 0,2 2,9 — — —
Guinier 49,8 ± 0,3 2,9 ± 0,1 — — —
Autoporod — — — 109 65
Porod 39,8 2,4 — 71 51
AutoGnom 50,0 ± 0,1 2,8 ± 0,1 170 — —
Gnom 
manual 50,3 ± 0,1 2,9 ± 0,1 168 — —
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promedio de 9 modelos preliminares (se descartó uno divergente) con 
restricción de simetría P2 obtenidos con DAMMIF (Figura 4.1.19).
De acuerdo con los mejores modelos generados, el monómero de 
Skl tendría dos regiones bien diferenciadas que podrían corresponder a 
N-Skl y a C-Skl, considerando la forma y las dimensiones de los mode-
los obtenidos para ambos y las estructuras cristalográficas y en solución 
(SAXS) de otras CBPs (Buey et al., 2007; Fernández-Tornero et al., 2001; 
Hermoso et al., 2003, 2005; Mellroth et al., 2014). 
Por otro lado, la forma en V del cuerpo central del dímero es similar 
a la estructura cristalográfica de C-LytA en presencia de colina (Fer-
nández-Tornero et al., 2001; Li et al., 2015; Mellroth et al., 2014), lo que 
apoya de nuevo el modelo a alta resolución del dímero de C-Skl generado 
por superposición con el dímero de C-LytA. Los parámetros hidrodiná-
micos y estructurales calculados con el programa HYDRO++ para los 
modelos de esferas obtenidos con DAMMIN/DAMMIF se muestran 
en la Tabla 4.1.10 y son comparables a los obtenidos directamente a 
partir de los datos de SAXS (GNOM) y del orden de los determinados 
por velocidad de sedimentación, lo que apoya su compatibilidad con el 
comportamiento hidrodinámico de ambas formas de Skl.
Uno de los aspectos más interesantes de SAXS es la posibilidad 
de utilizar los perfiles de dispersión para caracterizar la organización 
modular de proteínas o la disposición de distintos componentes en 
complejos macromoleculares, particularmente si se dispone de las es-
tructuras o de modelos a resolución atómica de los elementos que los 
forman. La disposición relativa de N-Skl y C-Skl en el monómero 
y el dímero se exploró moviendo y rotando los modelos de la es-
tructura 3D como cuerpos rígidos hasta alcanzar el mejor ajuste del 
espectro de SAXS utilizandolos programas SASREF y BUNCH 
(Petoukhov & Svergun, 2005) (Figura 4.1.20).  En el caso del dí-
mero se utilizaron como cuerpos rígidos el modelo de C-Skl cons-
truido en el apartado 4.1.3.b2 y los módulos catalíticos (apartado 
4.1.3.a). Los modelos cuyos espectros teóricos de dispersión mos-
traban menor desviación ( χ 2 ) con respecto a los experimentales 
se obtuvieron con SASREF. Tanto los modelos propuestos para N-Skl 
y C-Skl como la orientación relativa de los mismos en los modelos ge-
nerados con SASREF son compatibles con la envuelta molecular de los 
modelos de esferas obtenidos ab initio (Figura 4.1.20), como evidencia 
su encaje dentro de la envuelta molecular de los mismos realizado con 
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el programa SUPCOMB (Kozin & Svergun, 2001). La desviación del 
espectro teórico del monómero con respecto al experimental es algo 
mayor que para el modelo de esferas, especialmente a los valores de  q 
más altos (distancias más cortas). Como puede verse en la Tabla 4.1.10, 
los valores teóricos de s20,w , Rg y Dmáx calculados con HYDROPRO 
para los modelos del monómero y el dímero generados con SASREF son 
del orden de los experimentales.
Figura 4.1.19. Modelos de esferas generados para el monómero (A) y el dímero (B) 
de Skl. Generados con DAMMIF a partir de los datos de SAXS con restricción de 
simetría P2 en el caso del dímero . A la derecha de los modelos se muestra el ajuste 
de sus respectivos perfiles teóricos (líneas rojas) a los perfiles experimentales (círculos 
cian (monómero) y azules (dímero)); χ2 indica la desviación de los datos experimentales 
con respecto a los perfiles teóricos.
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Asimismo, la superposición del modelo de SASREF (basado en el  mo-
delo del dímero de C-Skl generado por superposición con el dímero de 
C-LytA) con la envolvente del dímero es consistente con la propuesta 
de que la dimerización de Skl estaría mediada, como en C-LytA, por el 
extremo C-terminal de la cadena, aunque según el modelo de SAXS, el 
ángulo entre ambos módulos parece ser mayor que el adoptado en C-
LytA. Es interesante el hecho de que a pesar de tener módulos catalíticos 
y especificidades de enlace distintas, la forma y el tamaño del dímero 
de Skl sean parecidos a los obtenidos para el  dímero en solución de la 
lisozima Cpl-1 (Buey et al., 2007), y de la amidasa LytA (Mellroth et al., 
2014). Los dominios catalíticos estarían, al igual que en LytA (Mellroth 


















UA 2,93 — 28,5 — 3,74 — 44,0 —
SAXS — 30,8 — 105 — 50,3 — 168
Modelo 
esferas
2,53 31,0 32,2 — 3,72 49,1 43,8 —
SASREF 2,84 26,9 28,9 95 3,56 49,4 46,2 172
a Datos calculados mediante ultracentrifugación analítica (UA); análisis de los espectros de 
SAXS con GNOM (SAXS); análisis de los modelos de esferas con HYDRO++; análisis de los 
modelos generados por SASREF con HYDROPRO (v7).
Tabla 4.1.10. Parámetros hidrodinámicos obtenidos por diferentes métodos para el 
monómero y el dímero de Skl. a
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Figura 4.1.20. Disposición de N-Skl y C-Skl en la estructura de Skl (A) y en el complejo 
Skl/colina (B). Orientación de los módulos obtenida con SASREF para el monómero 
(A) y para el dímero formado en presencia de colina (B) y superposición de los 
modelos respectivos con las correspondientes envueltas moleculares de los modelos 
de esferas de la Figura 4.1.19 (representación de rejilla). Los diagramas de cintas de 
N-Skl (módulo catalítico) se muestran en rosa y naranja, y los de C-Skl en verde y 
azul. A la derecha de la figura se comparan los espectros teóricos de los modelos 
generados con SASREF (líneas magenta) con los perfiles experimentales: círculos en 
cian (monómero) o azul (dímero). χ2 indica la desviación de los datos experimentales 
con respecto a los perfiles teóricos calculados con CRYSOL.
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4.1.5. Actividad lítica de Skl
Como se indicó en el apartado 1.7 de la Introducción, las endolisinas de 
origen fágico constituyen una prometedora alternativa en la búsqueda de 
antimicrobianos que permitan combatir de forma específica la infección 
de patógenos multiresistentes a los antibióticos y que sean poco procli-
ves al desarrollo de resistencias. Aunque la capacidad de Skl para degra-
dar in vitro paredes celulares de S. pneumoniae y S. mitis ha sido demostrada 
(Llull et al., 2006), no hay datos sobre su actividad bacteriolítica exógena 
contra patógenos Gram-positivos. 
Por este motivo, y ante la falta de correlación entre la actividad bac-
teriolítica de ciertas lisinas y su actividad lítica sobre paredes aisladas 
(Díez-Martínez et al., 2013,  2015; Blázquez et al., 2016), se estudió la 
actividad antibacteriana de Skl sobre distintas cepas de S. pneumoniae y 
S. mitis. Los ensayos  se llevaron a cabo según el protocolo descrito en el 
apartado 3.2.6.b de Materiales y Métodos, midiendo la variación con el 
tiempo de la DO550 de suspensiones de bacterias incubadas en PBSDTT 
a 37 ºC en ausencia (control) y en presencia de la enzima, así como el 
número de bacterias viables (CFU/ml) tras 60 min de incubación. Como 
control positivo del ensayo se utilizó LytA, cuya actividad antibacteria-
na está suficientemente establecida (Díez-Martínez et al., 2013; Jado et 
al., 2003), y se verificó asimismo la actividad de ambas enzimas sobre 
paredes aisladas.
En la Figura 4.1.21 A y B se muestran los resultados obtenidos al 
exponer las cepas R6 (no capsulada) y D39 (capsulada; serotipo 2) de 
S. pneumoniae a dos concentraciones distintas (0,25 y 1 µg/ml) de enzima 
en PBS (pH 6,8) y sus respectivos controles. Como puede observarse 
en el caso de Skl, la caída de la DO550 y la tasa de supervivencia bac-
teriana son prácticamente iguales a las del control sin enzima para las 
dos cepas ensayadas. Por el contrario, la adición de LytA a las mismas 
concentraciones induce una drástica disminución en la DO550 en ambas 
cepas y una caída en el número de bacterias viables de alrededor de 1,5/2 
unidades logarítmicas tras 60 minutos de exposición. En las condicio-
nes experimentales utilizadas en estos ensayos las actividades específicas 
respectivas sobre paredes aisladas de neumococo eran 3,7 × 10 5 U/mg 
(LytA) y 4 × 10 3 U/mg (Skl).
Ante la falta de actividad bacteriolítica de Skl frente a S. pneumoniae 
se ensayó su actividad frente a la cepa lisogénica SK137 de S. mitis, por-
tadora del fago ΦSK137 que codifica para Skl y cuyos ácidos teicoicos 
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Figura 4.1.21. Actividad bacteriolítica y bactericida de Skl y LytA frente a las cepas 
(A) R6 y (B) D39 de S. pneumoniae y (C) la cepa SK137 de S. mitis.  Columna izquierda: 
Las bacterias se crecieron hasta alcanzar la fase exponencial, se centrifugaron, 
se resuspendieron en PBS (pH 6,8),  hasta una DO550 ≅ 0,6, y se incubaron a 
37 ºC en ausencia y en presencia de las enzimas, registrando la variación de DO550 
con el tiempo. Control PBS (), control PBSDTT ( ), Skl (  y ; 0,25 y 1 µg/ml, 
respectivamente), LytA (  y ; 0,25 y 1 µg/ml, respectivamente). Los datos son 
representativos de al menos tres experimentos independientes. Columna derecha: el 
número de células viables (CFU/ml) a los 60 min de incubación (media de las medidas 
realizadas) se determinó sembrando la suspensión en placas de agar-sangre. Las barras 
de error indican las desviaciones estándar y los asteriscos indican los datos que son 
estadísticamente significativos comparados con su control (ANOVA de una vía y LSD 
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Figura 4.1.22. Efecto del pH sobre la actividad bacteriolítica de Skl sobre la cepa 
SK137 de S. mitis. Se representa la relación entre el valor de DO550 de la muestra tratada 
a 37 ºC con 5  µg/ml de Skl (según se detalla en la Figura 4.1.21) y el del control no 














también contienen colina (Bergström et al., 2000) (Figura 4.1.21 C). 
Los datos muestran una moderada variación en la tasa de viabilidad tras 
exponerla a la acción de ambas enzimas (1 µg/ml) en las condiciones 
anteriormente utilizadas, y una moderada variación en la DO550 en pre-
sencia de LytA.
Dado que la actividad de Skl sobre paredes es óptima a pH 6,5 y 
30 ºC (Llull et al., 2006) se realizaron ensayos ampliando el rango de 
condiciones experimentales con el objeto de explorar la influencia del 
pH, la temperatura y la concentración de proteína en la actividad bacte-
riolítica exógena de Skl. Como puede verse en la Figura 4.1.22, 37 ºC no 
se observó ningún cambio en el comportamiento de Skl frente a la cepa 
SK137 de mitis en los intervalo de pH y concentración ensayados. Sólo 
se detectó una caída significativa en la turbidez a concentración de 100- 
150 µg/ml en las medidas realizadas a pH 6,5 y 30 ºC (Figura 4.1.23 B).


















Figura 4.1.23. Influencia de la temperatura y la concentración de enzima en la 
actividad bacteriolítica de Skl frente a la cepa SK137 de S. mitis. Las bacterias, crecidas 
y resuspendidas en PBS (pH 6,5) según se detalla en la Figura 4.1.21, se incubaron en 
ausencia (control) y en presencia de Skl a las concentraciones y temperaturas indicadas 
en la figura. Los datos muestran la relación entre el valor de DO550 de la muestra 
tratada y el del control no tratado a los 60 min de incubación.
A
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Como se indicó en la Introducción, la actividad y especificidad de las 
enzimas líticas procedentes de organismos Gram-positivos y sus fagos 
vienen determinadas en gran medida por: 
 h el tipo de receptor reconocido por los módulos de unión a la pared 
celular en la superficie de la bacteria y su afinidad hacia el mismo 
 h la actividad intrínseca del  módulo catalítico
 h la disposición de los distintos módulos en la estructura tridimen-
sional de la enzima. 
El acceso a la pared celular desde el exterior de bacteria es, por otro lado, 
un proceso complejo controlado por diversos factores, entre los que se en-
cuentran el grado de entrecruzamiento del PG, la composición y distribu-
ción de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos y otras moléculas de superficie, 
y el polisacárido de la cápsula (Díez-Martínez et al., 2013; Díez-Martínez 
et al., 2015). Todos ellos modifican sustancialmente el aspecto de la en-
vuelta externa de la bacteria, aportándole, al mismo tiempo, un continuo 
de carga negativa (Yother, 2011) que hace que la carga neta de las enzimas 
líticas y sus módulos desempeñe, también, un papel importante en la acti-
vidad bacteriolítica exógena (Díez-Martínez et al., 2013; Low et al., 2011). 
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Así, mureín hidrolasas con actividades específicas comparables sobre 
paredes purificadas pueden mostrar actividades bacteriolíticas muy dis-
tintas cuando actúan desde el exterior de la bacteria, y la modificación 
de la carga neta de los módulos puede alterar tanto el rango de sustratos 
susceptibles como la eficacia catalítica sobre una determinada especie o 
cepa (Low et al., 2011; Díez-Martínez et al., 2013).
Como se muestra en la Tabla 4.2.1, la carga neta total de Skl y LytA 
es prácticamente idéntica, estando compensado el ligero aumento de car-
ga negativa que presentan el módulo catalítico y el “linker” (≅ - 2 uni-
dades) de Skl por una disminución prácticamente similar en el CBM, el 
cual muestra, además, diferencias en la distribución de carga a lo largo 
de su secuencia. 
Esta observación, unida al hecho de que Skl y LytA parecen adoptar 
formas similares en solución, sugiere que la gran diferencia de activi-
dad de Skl y LytA frente a paredes de neumococo o suspensiones de 
bacterias podría reflejar en gran medida la menor afinidad del CBM de 
Skl por colina, y/o la elevada concentración de ligando que ésta requie-
re para formar dímeros (la pérdida de la capacidad de dimerización en 
LytA conlleva una caída de actividad del 90 %; Varea et al., 2000). Como 
se mostró en el apartado 4.1.3.b, las secuencias de aminoácidos de 
C-LytA y C-Skl muestran un alto porcentaje de similitud (63,83 % identi-
dad y 87,94 % similitud con LytA de la cepa R6 de S. pneumoniae; 63,12 % 
y 85,81 % con el molde utilizado para el CBM), y los residuos respon-
sables de la unión de colina y la dimerización están total o mayoritaria-
mente conservados, respectivamente (Figuras 4.1.13, 4.1.14 B y Tabla 
4.1.8). No puede descartarse, por otro lado, la existencia de diferencias 
en la actividad intrínseca de sus respectivos módulos catalíticos, que 
Tabla 4.2.1. Comparación de la carga neta a pH 7,0 de Skl y LytA. a
Carga 
neta Total CM linker CBM p1 p2 p3 p4 p5 p6 C-tail
Skl -14,68 -9,01 -2,99 -2,69 -1,99 1,01 -1,00 -1,00 2,27 0,00 -2,00
LytA -14,57 -8,03 -1,85 -4,69 -0,86 -1,00 0,14 1,01 0,00 -2,00 -2,00
a Calculada con Sednterp a partir de la secuencia. CM, módulo catalítico; C-tail, segmento 
C-terminal.
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carecen de homología y utilizan mecanismos catalíticos distintos para 
hidrolizar el mismo tipo de enlace, ni la posible influencia de la distribu-
ción local de cargas en la molécula.
4.2.1. Construcción de enzimas líticas quiméricas entre las  
amidasas LytA y Skl
Con el objetivo de investigar el papel de las diferencias de secuencia de 
los CBMs sobre la actividad bacteriolítica y bactericida, y también con el 
propósito de obtener nuevas lisinas con mayor actividad bactericida, se 
procedió a la construcción de enzimas quiméricas mediante recombina-
ción in vitro de las regiones de los genes que codifican para los dominios 
catalíticos y de unión a colina de LytA y Skl, según el esquema de la Fi-
gura 4.2.1. En ambos casos, para alterar lo menos posible la interacción 
entre módulos y, por consiguiente, la organización modular específica 
de cada proteína, se mantuvo el conector (“linker”) asociado al módulo 
catalítico de cada enzima y parte de la primera repetición de su CBM (las 
secuencias completas se muestran en el Anexo, Tablas 8.3 y 8.4).








Módulo catalítico de LytA (LA) + CBM de Skl (S) Módulo catalítico de Skl (S) + CBM de LytA (LA)








Módulo catalítico de LytA (LA) + CBM de Skl (S) Módulo catalítico de Skl (S) + CBM de LytA (LA)
Figura 4.2.1. Esquema de construcción de las enzimas quiméricas entre las amidasas 
LytA y Skl. Intercambio de módulos realizado para obtener las enzimas quiméricas 
QLAS1 y QSLA2. En ambos casos se mantuvo el “linker” y parte de la primera 
repetición del CBM asociado al módulo catalítico de cada enzima parental. El 
procedimiento para su construcción se detalla en Materiales y Métodos (sección 
3.2.4.a), y las secuencias completas en el Anexo (Tablas 8.3 y 8.4).
R E S U LTA D O S
134
El procedimiento seguido para la construcción y purificación de es-
tas quimeras se encuentra detallado en el apartado 3.2.4.a de Mate-
riales y Métodos. Las quimeras se expresaron en la cepa BL21 (DE3) 
de E. coli y se purificaron con buen rendimiento (QLAS1 ~ 25 mg y 
QSLA2 ~ 500 mg por cada 2 litros de cultivo) siguiendo el procedimien-
to utilizado para las enzimas parentales, lo que permitió demostrar, ade-
más, que sus CBMs eran funcionales.
Tras el clonaje, expresión y purificación de las quimeras se procedió 
a su caracterización estructural y funcional en comparación con las en-
zimas parentales, para así establecer hasta qué punto contribuye cada 
dominio a la actividad lítica de las enzimas parentales, y la influencia de 
las posibles interacciones entre dominios tanto en la actividad como en 
sus características químico-físicas.
4.2.2. Caracterización estructural de las quimeras
Para comprobar el correcto plegamiento y estudiar la funcionalidad de 
las quimeras se compararon en primer lugar sus espectros de DC con 
los de Skl y LytA y se procedió a su titulación con colina, caracterizando 
igualmente la estructura cuaternaria y la estabilidad frente a la tempera-
tura.
4.2.2.a. Caracterización espectroscópica de la estructura secundaria y 
terciaria, y de la interacción con colina
Los espectros de DC en la región del UV-lejano de las dos quimeras se 
asemejan a los de las proteínas parentales, observándose, además, una 
clara relación entre la forma del espectro en la región de 220 a 240 nm y 
el tipo de módulo catalítico, tanto en ausencia como en presencia de co-
lina (Figura 4.2.2). El espectro de QLAS1 muestra un mínimo bastante 
intenso en torno a 210 nm cuya magnitud disminuye de forma significa-
tiva tras la unión de colina, sin que se vea alterada la posición del  mismo. 
La adición de colina induce, además, la aparición de un pequeño máximo 
centrado a 225 nm (Figura 4.2.2 A). El espectro de QSLA2 muestra, 
además del mínimo a 210 nm, dos máximos a 232 y a 224 nm, presentes 
también en Skl, y solo este último se ve modificado en presencia de coli-
na (Figura 4.2.2 B). La aparición del máximo a 225/224 nm o el aumen-
to de la intensidad del ya existente tras la unión de colina es, por tanto, 
un rasgo común de los cuatro CBMs, mientras que la modificación o no 
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del mínimo a 210 nm viene determinada por el CBM que cada proteína 
contiene (apenas varía en LytA y QSLA2, y disminuye en Skl y QLAS1). 
Por el contrario, la presencia de bandas positivas a 230 nm es una carac-
terística específica del dominio CHAP, presente en Skl y QSLA2.
Figura 4.2.2. Comparación de los espectros de DC en el UV-lejano de LytA, Skl y las 
quimeras QLAS1 y QSLA2. (A) y (B) comparan los espectros de QLAS1 y QSLA2, 
respectivamente, con los de las enzimas parentales. Las medidas se realizaron a 20 ºC 
en ausencia y en presencia de colina 100 mM a 15 µM proteína (tampón PB, pH 7,5). 











































Longitud de onda (nm)
A
B
R E S U LTA D O S
136
En la Figura 4.2.3 se comparan las curvas de valoración de las qui-
meras con las de las enzimas parentales, obtenidas tras representar la 
variación de la elipticidad molar por residuo a 222-224  nm en función 
de la concentración de colina. De acuerdo con la hipótesis de partida, la 
sustitución del CBM de Skl por el de LytA aumenta significativamente 
la afinidad por colina de QSLA2 con respecto a Skl, mientras que la afi-
nidad de QLAS1, portadora del CBM de Skl, disminuye con respecto a 
LytA, aproximándose a la de Skl. QSLA2, además, mantiene el carácter 
bifásico de la unión de colina observado tanto en LytA como en Skl. Las 
líneas continuas representan el ajuste teórico de los datos experimentales 
a un modelo de uno/dos clases de sitios de unión en términos de la ecua-
ción de Hill (apartado 3.2.5.d2 de Materiales y Métodos). En la Tabla 
4.2.2 se muestran las constantes aparentes de disociación y los valores del 
índice de Hill (nH) estimados a partir del ajuste. 
La afinidad aparente por colina del CBM de LytA obtenida a partir del 
ajuste es comparable a la que muestra en la quimera QSLA2 tras su fu-
sión con el módulo catalítico de Skl, aunque la cooperatividad del pro-
ceso de unión a los sitios de menor afinidad es significativamente menor. 
Por el contrario, la fusión del CBM de Skl al módulo catalítico de LytA 
en la quimera QLAS1 modifica de forma notable la afinidad aparente 
Proteína K 10,5 app  (mM
-1) n1H K20,5 app (mM
-1) n2H
QLAS1 22,9 ± 0,7 2,8 ± 0,2 — —
QSLA2 0,2 ± 0,1 1-2 9 ± 2 1,3 ± 0,4
LytA 0,63 ±  0,05 1,2 ± 0,2 6,5 ± 0,3 4,0 ± 0,5
Skl ~ 1-5 1 96 ± 3 3,0 ± 0,3
Tabla 4.2.2. Parámetros de unión de colina determinados a partir del ajuste de las 
curvas de valoración obtenidas por DC en términos de la ecuación de Hill.
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por el aminoalcohol con respecto a la mostrada en Skl, de forma que la 
unión de colina puede describirse en términos de una sola clase de sitios 
de unión con una constante de disociación intermedia a las de los sitios 
de menor y mayor afinidad observados en Skl.
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Figura 4.2.3. Valoración con colina de las quimeras QLAS1 y QSLA2; comparación 
con las enzimas parentales Skl y LytA. Dependencia de la elipticidad molar por residuo 
a 222 nm (224 nm en LytA) con el logaritmo de la  concentración de colina. Los 
“insertos” en los paneles de Skl y QSLA2 muestran una ampliación de la primera fase 
de las curvas de valoración. Las valoraciones de Skl y las quimeras se realizaron a 20 ºC 
en tampón PB 20 mM, pH 6,5, a una concentración de proteína entre 6 y 15 µM, y los 
datos de LytA se tomaron de Medrano et al., 1996. Las líneas continuas corresponden 
al ajuste de los datos experimentales en términos de la ecuación de Hill, asumiendo 
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4.2.2.b. Estructura cuaternaria de QLAS1 y QSLA2. Influencia de la 
unión de colina
El estado de asociación de las quimeras y su posible variación tras la 
unión de colina se estudió por ultracentrifugación, realizando experi-
mentos de equilibrio y velocidad de sedimentación.
En la Tabla 4.2.3 se muestra la variación de la relación entre la masa 
molecular aparente y la masa del monómero (Mw app /M0) en función de 
la concentración de colina, calculada a partir de los experimentos de 
equilibrio de sedimentación. En ausencia de colina QLAS1 sedimenta 
como una especie ideal única con una masa molecular aparente ligera-
mente superior a la del monómero (M0 = 36750 Da; Mw app /M0  ≅ 1,2) lo 
que indica que puede haber una pequeña proporción de dímero o bien 
algo de agregación. El valor de Mw app /M0 aumenta con la concentración 
de colina hasta alcanzar valores algo superiores a los esperados para un 
dímero (Mw app /M0  ≅  2,2) a concentraciones de colina de 300 mM; un 
comportamiento similar al observado en Skl (véase Figura 4.1.4). En 
el caso de la quimera QSLA2, el valor de 1,4 obtenido para Mw app /M0 
en ausencia de colina sugiere que, al igual que en LytA (Usobiaga et al., 
1996), existe ya una población significativa de dímero en ausencia de este 
ligando. El hecho de que al añadir colina el valor de Mw app /M0 supere al 
Tabla 4.2.3. Dependencia de la masa molecular aparente relativa 
(Mw,app/M0 ) de las quimeras QLAS1 y QSLA2 con la concentración de 
colina. Medidas de equilibrio de sedimentación realizadas a 20 ºC con 
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esperado para un dímero podría indicar la formación de dímeros y la 
presencia de un cierto porcentaje de especies con mayor masa molecular.
Para establecer las poblaciones presentes se realizaron experimentos 
de velocidad de sedimentación. En ausencia de colina, y al igual que Skl, 
QLAS1 sedimenta dando lugar a un pico mayoritario correspondiente al 
monómero (s20,w = 2,9 S), observándose también una pequeña población 
de especies con mayor masa molecular (Figura 4.2.4). A medida que 
se añade colina, pasa a sedimentar como un dímero (s20,w = 4,1 S; Mw app  
estimada ≅ 70 kDa), observándose de nuevo una pequeña fracción de 
especies cuyo coeficiente de sedimentación (s20,w = 6,5 S) podría ser com-
patible con un tetrámero (Mw app  estimada ≅ 140 kDa). Por el contrario, el 
perfil de sedimentación de QSLA2 en ausencia de colina presenta dos 
picos cuyos coeficientes de sedimentación (s20,w = 2,7 S y s20,w = 3,8 S) son 
compatibles con las masas del monómero y el dímero, respectivamen-
te, y similares a los obtenidos para las correspondientes especies de Skl. 
Figura 4.2.4. Distribución de 
coeficientes de sedimentación 
de las quimeras QLAS1 
y QSLA2 en ausencia y 
en presencia de colina. 
Medidas realizadas a 20 ºC 
en tampón PB, pH 6,5, 6  µM 
(0,2 mg/ml) de proteína.
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A 20 mM colina el 95 % de la proteína sedimenta como un dímero cuyo 
coeficiente de sedimentación (s20,w = 4,0 S) es ligeramente inferior al del 
dímero de LytA (s20,w = 4,2 S) (Usobiaga et al., 1996). Como en Skl y 
QLAS1, aparecen también picos minoritarios a valores de s superiores a 
4 S que corresponderían a un pequeño porcentaje de tetrámero y explica-
rían los valores de Mw app /M0  obtenidos por equilibrio de sedimentación.
El intervalo de concentraciones de colina en el que tiene lugar la di-
merización de QLAS1 coincide con el de saturación de los sitios en la 
valoración realizada por DC (ver Figura 4.2.3), mientras que en QSLA2, 
al igual que en LytA, la dimerización está asociada a la saturación de los 
sitios de mayor afinidad.
4.2.2.c. Estabilidad térmica y organización modular de las quimeras. 
Influencia de la unión de colina
La caracterización estructural de las quimeras se completó estudiando su 
estabilidad térmica en ausencia y en presencia de colina, con el objetivo 
de verificar la preservación de la estabilidad estructural mostrada por los 
dominios en las enzimas parentales y la organización modular caracte-
rística de las mismas.
4.2.2.c1. Análisis espectroscópico: DC
El proceso de desnaturalización se siguió registrando la variación de la 
elipticidad inducida por el aumento de la temperatura a 222 nm. Los 
experimentos se llevaron a cabo en tampón PB a un pH de 7,5, puesto 
que a pH = 6,5 se producía la precipitación de la quimera QLAS1, dificul-
tando la comparación con las otras enzimas estudiadas.
Como se puede observar en la Figura 4.2.5, los perfiles de desna-
turalización de las quimeras muestran los rasgos característicos de los 
módulos que contienen, siendo la relación más evidente en los com-
plejos con colina, al disminuir el solapamiento entre las transiciones del 
dominio catalítico y el CBM. Todos ellos muestran la abrupta caída en 
la elipticidad característica de la desnaturalización de los CBMs en esta 
región del espectro, vista también en Skl, con la diferencia de estabilidad 
que caracteriza a C-Skl y C-LytA. La baja o nula contribución de la des-
naturalización del módulo de tipo CHAP a los cambios de elipticidad 
registrados en la región de 222-224  nm, hace que tanto Skl como QSLA2, 
portadoras del mismo, presenten una única sigmoide en ausencia y en 
presencia de colina a esa longitud de onda (Figura 4.2.5 B y D). En LytA 
y QLAS1, por el contrario, la desnaturalización del módulo catalítico de 
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Figura 4.2.5. Dependencia de la estabilidad térmica de QLAS1, QSLA2 y las enzimas 
parentales con la concentración de colina. Variación de la elipticidad molar con la 
temperatura a 224 nm (LytA) o 222 nm (Skl, QLAS1 y QSLA2) en ausencia (círculos 
abiertos) y en presencia de colina 20 mM (círculos semi abiertos) y 100 mM (círculos 
cerrados). Las medidas se realizaron en tampón PB, pH 7,5 con una velocidad de 
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tipo Amidasa_2 da lugar un aumento de la elipticidad que se hace visible 
en presencia de colina, al desplazarse la desnaturalización de los respec-
tivos CBMs hacia temperaturas más altas (Figura 4.2.5 A y C). La dife-
rencia de estabilidad de C-LytA y C-Skl y su diferente afinidad por colina 
hacen que en QLAS1 la transición debida al módulo catalítico solo sea 
visible a la concentración más alta de colina ensayada. En la Tabla 4.2.4 
se muestran los valores de T1/2 obtenidos del ajuste de los perfiles de des-
naturalización representados en la Figura 4.2.5 a una o dos sigmoides.
4.2.2.c2. Calorimetría diferencial de barrido
En la Figura 4.2.6 se muestran los perfiles de desnaturalización obte-
nidos por DSC en condiciones comparables a las utilizadas en los ex-
perimentos de DC (40 ºC/h; tampón PB, pH 7,5; 9 - 12 µM de proteína). 
El primer rasgo a destacar es la similitud de la posición del máximo prin-
cipal del termograma en  las proteínas que comparten el mismo CBM 
y el efecto comparable que tiene la unión de colina en la estabilidad de 
los mismos. Así, a 100 mM colina (Figura 4.2.6 B) la temperatura de 
transición del CBM es de aproximadamente 75,7 ºC para QSLA2 y LytA, 
y de 56 ºC para Skl y QLAS1 a 40 ºC. La estabilización del CBM como 
consecuencia de la unión de colina permite visualizar, además, la simi-
litud que muestran los termogramas de QLAS1 y LytA en la región co-
rrespondiente a la desnaturalización del módulo catalítico (Amidasa_2) 
que ambas comparten. Asimismo, la estabilización del CBM de QSLA2 
hace visible la transición correspondiente al módulo catalítico (CHAP), 
Tabla 4.2.4. Comparación de los valores  de T1/2 de QLAS1, QSLA2 y las 




Skl QLAS1 QSLA2 LytA
0 48,7 ± 0,1 48,6 ± 0,2 51,3 ± 0,3 59,2 ± 0,2
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cuyos valores de Tm (53,7 ºC) y ΔH son parecidos a los estimados para la 
primera de las dos transiciones en que tiene lugar la desnaturalización del 
complejo Skl-colina (Tabla 4.2.5).  
La desnaturalización de N-LytA, N-Skl y C-Skl, es irreversible, mien-
tras que la de C-LytA es parcialmente reversible, observándose un com-
portamiento similar en las quimeras. Las curvas de capacidad calorífica 
muestran, de hecho, cierta dependencia de los termogramas de QSLA2 
y QLAS1 con la velocidad de barrido, que evidencia la influencia de la/s 
etapa/s irreversible/s en la forma de los mismos e impide un tratamiento 
riguroso de los datos en términos de las ecuaciones derivadas para proce-
sos en el equilibrio. A pesar de ello, y con el objetivo de visualizar de for-
ma aproximada las transiciones existentes bajo las distintas envolventes, 
Figura 4.2.6. Comparación de las transiciones calorimétricas correspondientes a 
la desnaturalización térmica de QSLA1 y QLAS2 con las de las enzimas parentales 
en ausencia (A) y en presencia de colina 100 mM (B). En negro se muestran los 
perfiles experimentales y en rojo las transiciones obtenidas por deconvolución de los 
termogramas obtenidos a una velocidad de 40 ºC/h. Las medidas se realizaron en 
tampón PB, pH 7,5, a 9-12 µM de proteína.








































R E S U LTA D O S
144
se procedió a su deconvolución en la suma de transiciones elementales 
en el equilibrio. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.2.6 
(curvas en rojo), junto al análisis de las curvas de Skl realizado en el 
apartado 4.1.2.b, y la deconvolución de los perfiles de LytA, cuya pe-
queña variación con la velocidad de barrido indica una escasa influencia 
de la etapa irreversible en los mismos. El modelo utilizado en cada caso 
y los parámetros del mejor ajuste se resumen en la Tabla 4.2.5. 
Los resultados del análisis ponen de relieve el parecido del proceso 
de desnaturalización de los complejos QLAS1/colina y LytA/colina, con 
las diferencias esperables en la estabilidad de sus respectivos CBMs, y 
apoyan, asimismo, la existencia de dos transiciones bajo la envolvente de 
la forma libre de QSLA2. La similitud de los parámetros de la primera 
transición de esta quimera con los obtenidos para la asignada al módulo 
catalítico en el complejo Skl/colina y la baja influencia de la unión de 
colina sobre la misma apoyan su atribución a la desnaturalización del do-
minio CHAP, compartido por ambas proteínas. Es interesante desatacar, 
asimismo, cómo la unión de colina da lugar a la aparición de una tercera 
transición en el proceso de desnaturalización de QLAS1, cuya presencia 
en el perfil de LytA permite atribuirla a la desnaturalización del módulo 
catalítico o a la interfaz de éste con el “linker” inter-dominios y/o la re-
gión N-terminal del CBM. 
Los cambios en el perfil de desnaturalización de QSLA2 registrado a 
222 nm en ausencia de colina comienzan muy por debajo del intervalo 
de temperatura en que tiene lugar la desnaturalización del CBM, aunque 
la variación de la elipticidad inducida por la desnaturalización es compa-
rable a los cambios observados en presencia de 100 mM colina, donde 
existe una buena correlación entre el intervalo de la transición en DC y la 
desnaturalización del CBM en DSC. Esta observación podría indicar la 
existencia de una pretransición en el CBM de QSLA2 que desaparecería 
tras la unión del ligando. Un comportamiento parecido ha sido descrito 
para algunos mutantes truncados en el CBM de LytA (Varea et al., 2000).
El conjunto de los datos aportados por los estudios realizados mues-
tra la capacidad de los módulos contenidos en Skl y LytA para adoptar 
en las quimeras una estructura comparable a la existente en las enzimas 
parentales, y conferirles el comportamiento esperable de los elementos 
estructurales que las forman. No pueden descartarse, no obstante, di-
ferencias a nivel de la interfaz módulo catalítico/“linker”/CBM si los 
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contactos establecidos en las formas naturales se extienden más allá de la 
posición 187 en QLAS1 o la 158 en QSLA2. Hay que destacar sin embar-
go, las diferencias observadas en las curvas de valoración por colina en-
tre enzimas portadoras de CBMs idénticos salvo por los 11 aminoácidos 
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100 375a 45,95 75 TS 53,96 58 TS 75,79 238 (214)NTS
Barridos realizados a 40 (a), 60 (b) y 80 ºC/h (c) en tampón PB, pH 7,5. (d) Entalpía obtenida 
por integración del área de la transición. Los superíndices TS, NTS e ITS indican ajustes a 
transiciones reversibles entre dos estados, reversibles no dos estados, e irreversibles entre dos 
estados, respectivamente. El valor de la entalpía de van’Hoff  (ΔHv H) para el modelo NTS se 
indica entre paréntesis; para el modelo TS, ΔH  = ΔHv H.
Tabla 4.2.5. Comparación de los parámetros calorimétricos de la desnaturalización 
térmica de QLAS1 y QSLA2 con Skl y LytA en ausencia y en presencia de colina 100 mM. 
R E S U LTA D O S
146
4.2.3. Actividad lítica de las quimeras
4.2.3.a. Degradación de paredes celulares
Las actividades específicas de QLAS1 y QSLA2 frente a fragmentos de 
paredes de neumococo (Tabla 4.2.6) superan en un orden de magnitud 
a la de Skl, aunque son entre tres (QLAS1) y dos (QSLA2) veces menos 
eficaces que LytA tras la conversión. El aumento de la actividad especí-
fica de las quimeras con respecto a Skl podría ser debido al aumento de 
su afinidad global por colina con respecto a la enzima del fago, pero no 
explicaría el hecho de que la eficacia de ambas para degradar paredes de 
neumococo purificadas sea similar.
4.2.3.b. Ensayos sobre bacterias
La actividad antibacteriana de las proteínas quiméricas se ensayó, al igual 
que con Skl y LytA, frente a distintas cepas de S. pneumoniae y S. mitis, se-
gún el protocolo previamente descrito (PB pH 6,8, 37 ºC).
En la Figura 4.2.7 se muestran los resultados obtenidos con la 
cepa R6 de S. pneumoniae. La caída en la turbidez es prácticamente 
igual para el control sin enzima y para las muestras tratadas con Skl 
o la quimera QLAS1. Por el contrario, la adición de QSLA2 producía 
una caída en la turbidez superior al 90 % en menos de 30 min, y un des-
censo de la viabilidad (número de bacterias supervivientes) de 3 a 4,5 uni-
dades logarítmicas, dependiendo de la concentración utilizada, en 60 min. 
Proteína Conversión
– +
Skl (8 ± 4) × 10 3 (3 ± 1) × 10 4
LytA (6 ± 4) × 10 5 (7 ± 2) × 10 5
QLAS1 (1,2 ± 0,3) × 10 5 (2,2 ± 0,1) × 10 5
QSLA2 (3 ± 1) × 10 5 (3,8 ± 0,5) × 10 5
Cada valor es la media de 3-5 medidas independientes realizadas a 37 ºC (30 ºC para Skl) en 
tampón PB, pH 6,8, suplementado con DTT 1 mM para Skl y QSLA2. En los ensayos con 
conversión las muestras se preincubaron 5 min a 0 ºC y a continuación 45 s a 43 ºC y 15 min 
a 37 ºC (Skl a 30 ºC) (véase apartado 3.2.6.a).
Tabla 4.2.6. Actividad lítica (U/mg de proteína) sobre paredes de neumococo 
marcadas con colina tritiada.
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Figura 4.2.7. Comparación de la actividad antibacteriana de Skl, LytA, QLAS1 y QSLA2 
frente a la cepa R6 de S. pneumoniae. Las bacterias se crecieron hasta alcanzar la fase 
exponencial, se centrifugaron y resuspendieron en PBS (pH 6,8) hasta una DO550  ≅  0,6, 
y se incubaron a 37 ºC en ausencia y en presencia de las enzimas ensayadas (0,25 y 1 µg/ml 
de enzima). (A) La actividad bacteriolítica se siguió midiendo la caída de la DO550 
durante 60 min. Los datos son representativos de al menos 3 medidas independientes. 
Control PBS y PBSDTT: ; LytA:  y ; QLAS1: ; Skl:  y ; QSLA2:  y  (círculos 
abiertos y cerrados: 0,25 y 1 µg/ml, respectivamente). (B) La actividad bactericida 
(ensayo de viabilidad) se evaluó a los 60 min de incubación con la enzima a 0,25 µg/
ml y/o a 1 µg/ml (0,25 y 1 en la figura), determinando el número de células viables 
con respecto al control sin enzima. Los datos son la media de las medidas realizadas. 
Las barras de error indican las desviaciones estándar y los asteriscos indican los datos 
que son estadísticamente significativos comparados con el control (test U de Mann–
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datos de QLAS1 
del 27/11/12 
(con "y translate")
 QLAS1 0,25 µg/ml
 QSLA2 0,25 µg/ml
 QSLA2 1 µg/ml
 Skl 0,25 µg/ml
 Skl 1 µg/ml
 control
 LytA 0,25 µg/ml










 LytA 0,25 µg/ml
 LytA 1 µg/ml
 Skl 0,25 µg/ml
 Skl 1 µg/ml
 QLAS1 0,25 µg/ml
 QSLA2 0,25 µg/ml
 QSLA2 1 µg/ml
datos del 24/01/130,25 ug/ml
A
B
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Ambos efectos son muy superiores a los observados a igual concentra-
ción de LytA, que disminuye la viabilidad alrededor de dos unidades 
logarítmicas (Figura 4.2.7 B). Según estos resultados, una única dosis de 
1 µg/ml de QSLA2 es capaz de matar a más del 99,99 % de las bacterias 
en 60 min.
En la Figura 4.2.8 se muestran datos de la actividad bacteriolítica de 
LytA y Skl ampliando el rango de concentración de enzima. En los dos 
casos, la caída de la DO550 es más rápida al aumentar la concentración, 
siendo la diferencia entre LytA y QSLA2 más evidente a partir de 0,25 
µg/ml. No se aprecian grandes diferencias entre las concentraciones más 
altas de QSLA2 ensayadas. En el caso de LytA, la caída en la turbidez a 
la concentración máxima (10 µg/ml) no llega a igualar a la experimen-
tada tras la adición de QSLA2 a la concentración más baja (0,25 µg/ml).
Explorando la variación en la actividad en función del pH (Figura 4.2.9) 
se observa que la actividad de la quimera QSLA2 mejora ligeramente a 
pHs básicos.
 
Figura 4.2.8. Efecto de la concentración de LytA y QSLA2 sobre la actividad frente a la 
cepa R6 de S. pneumoniae. (A) LytA: control PBS ( ), 0,25 ( ), 1 ( ), 2,5 ( ) y 10 () 
µg/ml. (B) QSLA2: control PBSDTT ( ), 0,25 ( ), 1 ( ), 2,5 () y 10 () µg/ml. Las 
medidas se realizaron según el protocolo descrito en la Figura 4.2.7 A.
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Tras los prometedores resultados con la cepa R6 (no capsulada) se quiso 
comprobar si la cápsula que presentan las cepas patógenas de S. pneumo-
niae constituía un impedimento a la lisis exógena de la pared bacteriana 
por QSLA2, y las posibles diferencias con respecto a las otras lisinas, por 
lo que se ensayaron sus letalidades sobre cepas con distintos serotipos y 
grosores de cápsula (D39, P007 y P008) (Figura 4.2.10). 
Sobre la cepa D39, LytA es capaz de disminuir en dos unidades loga-
rítmicas la supervivencia, mientras que QSLA2, además de actuar con 
más rapidez, la reduce más de tres unidades, a una concentración de tan 
sólo 0,25 µg/ml  (Figura 4.2.10 A y B). Sobre la cepa P007, obtenida por 
transformación de la cepa M11 con DNA cromosómico de tipo capsular 
3 (Figura 4.2.10 C y D), sólo QSLA2 es capaz de actuar, disminuyendo 
unas 2,5 unidades logarítmicas la supervivencia de las bacterias a 1 µg/ml. 
En la cepa P008, derivada de la cepa P007 con DNA de serotipo capsu-
lar 4, tanto LytA como Skl eran activas, aunque LytA no alcanza a redu-
cir la viabilidad (menos de una unidad logarítmica) tanto como QSLA2 
(alrededor de dos unidades) (Figura 4.2.10 E y F). La presencia y el tipo 
de cápsula influyen por tanto en la capacidad bacteriolítica y bactericida 
de LytA y QSLA2, aunque QSLA2 sigue siendo la más efectiva.
Figura 4.2.9.  
Actividad bacteriolítica de 
QSLA2 frente a la cepa R6 
de S. pneumoniae a distintos 
pHs. Variación con el pH 
de la DO550 alcanzada tras 
60 min de exposición a 
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Figura 4.2.10. Efecto bacteriolítico/bactericida de Skl, LytA, QLAS1 y QSLA2 frente a 
distintas cepas capsuladas de S. pneumoniae. Los ensayos se realizaron siguiendo el 
protocolo detallado en la Figura 4.2.7. (A) y (B): Cepa D39 (serotipo 2); (C) y (D): 
cepa P007 (serotipo 3); (E) y (F): cepa P008 (serotipo 4). Control PBS:  y PBSDTT: 
; círculos abiertos y cerrados: 0,25 y 1 µg/ml, respectivamente. LytA:  y ; Skl:  
y ; QLAS1: ; QSLA2:  y . Se han omitido algunos ensayos y/o resultados con 
la quimera QLAS1 tras comprobarse en experimentos preliminares que carecía de 
actividad bacteriolítica frente a las cepas ensayadas. Los datos son representativos de 
tres medidas independientes con tres réplicas cada una. (Cepa D39: ANOVA de una 
vía y LSD de Fisher como test post hoc; ** : p < 0,01; Cepas P007 y P008: test U de 














[23/02/2017 19:12 "/Data1" (2457807)]
T wo Sample I ndependent t-T est  Entre LytA y QSLA2                                                                                         
                                                                                             
    Summary Statistics                                                                       
                                                                                             
    Sample                      N              Mean           SD              SE               
    -------------------------------------------------------------------------------------------
    1. Data1_C                  3              1,12E 6         770194,78056   444672,16388    
    2. Data1_E                   3              80166,66667    121346,95436   70059,69677     
    -------------------------------------------------------------------------------------------
    D ifference of Means:                       1,03983E 6                                     
    Null Hypothesis:                      Mean1 - Mean2   =   0 
    Alternative Hypothesis:               Mean1 - Mean2  <>   0 
                                                  
    t              DoF            P Value         
    ------------------------------------------------
    2,30993        4              0,08204         
    ------------------------------------------------
                                                  
    At the 0,05 level, the difference of the population means                               
    is not significantly different than the test difference (0).
[23/02/2017 19:08 "/Data1" (2457807)]
One-Way ANOVA 	                                                                                            
                                                                                             
    Summary Statistics                                                                       
                                                                                             
    Dataset                     N              Mean           SD              SE               
    -------------------------------------------------------------------------------------------
    Data1_C                     3              1,12E 6         770194,78056   444672,16388    
    Data1_E                      3              80166,66667    121346,95436   70059,69677     
    -------------------------------------------------------------------------------------------
    Null Hypothesis:           T he means of all selected datasets are equal                                                                  
    Alternative Hypothesis:    T he means of one or more selected datasets are different                                                                  
                                                                                
    ANOVA                                                                       
                                                                                
                        Sum of         Mean                                     
    Source    DoF       Squares        Square         F  Value        P Value    
    ------------------------------------------------------------------------------
    Model     1         1,62188004E 12  1,62188004E 12  5,33579        0,08204    
    E rror     4         1,21585017E 12  3,03962542E 11                            
    ------------------------------------------------------------------------------
                                                                                
    At the 0,05 level,                                                                  
    the population means are not significantly different.                                                                  
    Brown-Forsythe’s T est for E qual Variance                                                                  
                                                                                
                        Sum of         Mean                                     
    Source    DoF       Squares        Square         F  Value        P Value    
    ------------------------------------------------------------------------------
    Model     1         2,91501042E 11  2,91501042E 11  2,76080        0,17194    
    E rror     4         4,22342167E 11  1,05585542E 11                            
    ------------------------------------------------------------------------------
                                                                                
    At the 0,05 level,                                                                  
    the population variations are not significantly different.                                                                  
    Means Comparison using T ukey T est                                                                                 
                                                                                                              
    Dataset                  Mean           D ifference     Simultaneous                            Significant 
                                            between        Confidence Intervals                    at 0,05    
    Data1_C                  1,12E 6         Means          L ower L imit         Upper L imit         L evel      
    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------
    Data1_E                   80166,66667    1,03983E 6      -210004,81823       2,28967E 6           No         
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También se determinó la actividad bacteriolítica frente a las cepas multi-
resistentes 48 (serotipo 23F) y 69 (serotipo 19F), resistentes a tetraciclina, 
amoxicilina, eritromicina y cloranfenicol, entre otros antibióticos (Ra-
mos-Sevillano et al., 2012) (Figura 4.2.11). La quimera QSLA2 es capaz 
de actuar sobre ambas cepas, mientras que ni QLAS1 ni ninguna de las 
dos enzimas parentales es capaz de eliminarlas en las condiciones em-
pleadas. A igual concentración de enzima, la lisis de la cepa 48 (23F) en 
presencia de QSLA2 es más rápida que la de las otras cepas y disminuye 
la viabilidad en 4 unidades logarítmicas en 60 minutos, lo que equivale a 
matar el 99,99 % de las bacterias.
Figura 4.2.11. Efecto bacteriolítico/bactericida de Skl, LytA, QLAS1 y QSLA2 frente a 
distintas cepas multi-resistentes de S. pneumoniae. Los ensayos se realizaron siguiendo 
el protocolo detallado en la Figura 4.2.7. (A) y (B): Cepa 48 (23F); (C) y (D): Cepa 
69 (19F); Ensayos a 1 µg/ml. Control PBS:  y PBSDTT: ; LytA: ; Skl: ; QLAS1: 
; QSLA2: . Los datos son representativos de tres medidas independientes con tres 
réplicas cada una. (ANOVA de una vía y LSD de Fisher como test post hoc; ** : p ≤ 0,01 
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Por otra parte, se ensayó la posible letalidad de las quimeras sobre la cepa 
B6 de S. mitis, sin observar ningún efecto aparente a la concentración 
ensayada (1 µg/ml; datos no mostrados), y también sobre la cepa SK137 
(portadora del fago atemperado ΦSK137 que codifica para Skl), con el 
fin de comprobar si el módulo catalítico de Skl presentaba algún tipo de 
preferencia por la pared bacteriana de esta cepa, con independencia del 
CBM que lo acompaña. Como se muestra en la Figura 4.2.12, la acti-
vidad bacteriolítica y bactericida de QSLA2 sobre esta cepa de mitis es 
muy inferior a la observada en la mayoría de cepas de neumococo; nula 
en el caso de QLAS1 y muy baja en el caso de LytA.
En la Tabla 4.2.7 se muestra un resumen de los experimentos de viabi-
lidad celular con las distintas cepas ensayadas. QSLA2 es activa sobre 
todas ellas, exceptuando S. mitis B6, y mostró mayor actividad bacteri-
cida que LytA en las cepas donde ésta también era capaz de disminuir 
la viabilidad (S. pneumoniae R6 y D39) en las condiciones de los ensayos. 
Figura 4.2.12. Efecto bacteriolítico/bactericida de Skl, LytA, QLAS1 y QSLA2 frente a 
la cepa SK137 de S. mitis. Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo detallado 
en la Figura 4.2.7. Control PBS:  y PBSDTT: ; LytA: ; Skl: ; QLAS1: ; QSLA2:  . 
(Los datos son representativos de tres medidas independientes con tres réplicas cada 
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El resultado más interesante y prometedor lo ofrece QSLA2 con la cepa 
multiresistente 48 (23F), ya que es la única capaz de matarla eficazmente 
(disminución de 4 log en la viabilidad) con una única dosis de 1 µg/ml.
Cepa
(serotipo)
Disminución de la viabilidad tras tratamiento con









D39 (2)  (–)  (++) ND  (+++)
P007 (3)   –   – ND   ++
P008 (4)   –   –   –   ++
69 (19F)   –   – ND   +
48 (23F)   –   –   –   ++++
S. mitis
B6   –   –   –   –
SK137   –   –   –   +
Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo detallado en la Figura 4.2.7. Las medidas se 
realizaron a una concentración de enzima de 1 µg/ml, excepto en los resultados entre paréntesis, 
que indican medidas a 0,25 µg/ml. El símbolo – indica sin efecto; +, ++, +++ y ++++ indican 
disminución de la viabilidad (CFU/ml) de 1, 2 , 3 ó 4 log, respectivamente; ND: no determinado.
Tabla 4.2.7. Actividad bactericida de las quimeras y sus enzimas parentales sobre 
distintas cepas de S. pneumoniae y S. mitis.
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4.2.3.c. Determinación de CMIs
La diferencia en la actividad bactericida de LytA y QSLA2 se confirmó 
determinando la concentración mínima inhibitoria (CMI) de ambas en-
zimas frente a la cepa de neumococo ATCC® 49619™, utilizada como 
referencia en ensayos de susceptibilidad, mediante el  método de micro-
dilución descrito en el apartado 3.2.6.c de Materiales y Métodos. Las 
CMIs estimadas fueron 4 µg/ml para LytA y 0,5 µg/ml para QSLA2 
(Figura 4.2.13). 
Además de mejorar el valor de la CMI con respecto a LytA, la con-
centración de QSLA2 necesaria para evitar el crecimiento de esta cepa 
es más de 30 veces menor que la de Cpl-1 (16 µg/ml), considerada la 
endolisina natural más eficaz contra neumococo hasta fecha, e incluso 
con respecto a la quimera Cpl-711 (4,5 µg/ml)  diseñada para mejorar la 
eficacia de Cpl-1 (Díez-Martínez et al., 2015).
  
Figura 4.2.13. Determinación de la CMI de LytA y QSLA2 frente a la cepa ATCC® 49619™ - 
(serotipo 19F) de S. pneumoniae. CMI de cada enzima señalada con recuadro. Los 
ensayos se realizaron por triplicado según el método de microdilución aprobado por 
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), y se procedió a su evaluación 
tras 24 h de incubación a 37 ºC. C1: control de crecimiento, medio más bacterias, sin 
enzima; C2: control de esterilidad, sólo medio; C3: control medio más enzima, sin 
bacterias. Los ensayos con QSLA2 se realizaron en presencia de DTT 0,25 mM.
LytA
QSLA2
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4.2.3.d. Actividad “in vivo” sobre peces cebra
La capacidad de la enzima quimérica QSLA2 para proteger frente a la in-
fección por S. pneumoniae se evaluó in vivo utilizando embriones de peces 
cebra como modelo animal de infección. Como primer paso del estudio 
se realizó un ensayo de toxicidad aguda para determinar la bioseguridad 
de QSLA2, que se llevó a cabo mediante la exposición de los embrio-
nes a diferentes concentraciones de la enzima, suplementadas con DTT 
1 mM (necesario para su actividad). Los resultados mostraron que a las 
concentraciones de 50 y 25 μg/ml, una vez transcurridas 96 h, había 
entre un 14,3 y 7,4 % de mortalidad respectivamente. No se observó nin-
gún signo de toxicidad a ninguna de las otras concentraciones ensayadas 
(Figura 4.2.14). En paralelo se realizaron controles negativos y positivos 
de toxicidad en los que las bacterias fueron tratadas con medio E3 o 
3,4 - dicloroanilina, respectivamente.
Figura 4.2.14. Ensayo de toxicidad aguda de QSLA2 en embriones de pez cebra. 
Ensayo de toxicidad aguda para determinar la mortalidad en embriones de pez cebra 
expuestos a diferentes concentraciones de QSLA2 durante 96 h. Se monitorizaron 
malformaciones graves y muerte. La tasa de supervivencia se presenta como el porcentaje 
(media ± desviación estándar) de los embriones que sobreviven en cada punto de 
tiempo y se determinó a través de tres réplicas de 20 embriones/condición cada una. 
Control negativo: medio E3. DTT 1 mM: control negativo más 1 mM DTT. Control 
positivo: 3,4-dicloroanilina. QSLA2 se añadió en todos los casos acompañada de 1 
mM de DTT. Los asteriscos indican los valores que son estadísticamente significativos 
en la comparación de los embriones tratados con QSLA2 o 3,4-dicloroanilina con 
respecto a los controles. Se aplicó el test de ANOVA de una vía, seguido de un test de 
Dunnet; * : p ≤ 0,001 en comparación con los controles. 
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Una vez determinado el rango de concentraciones no tóxicas, se proce-
dió a evaluar el potencial de QSLA2 como agente antimicrobiano. Para 
la infección, los embriones se pusieron en contacto con ≈ 108 CFU/ml 
de la cepa D39 de S. pneumoniae (Figura 4.2.15) mediante la técnica de in-
mersión (8 h a 28,5 ºC), usando como control negativo bacterias muertas 
por calor. Posteriormente, se lavaron los embriones con medio E3 para 
eliminar completamente al patógeno y se trataron con una única dosis de 
QSLA2 a las concentraciones indicadas, o el volumen correspondiente 
de PB, como se detalla en el apartado 3.2.7 de Materiales y Métodos.
Los resultados del ensayo de supervivencia muestran que QSLA2 
a 20 μg/ml es capaz de proteger al 100 % de los embriones fren-
te a una infección de la cepa D39, perdiendo eficacia a concentracio-
nes menores ya que la tasa de supervivencia a 5 μg/ml es únicamen-
te un 16,08 % superior a la del control positivo con D39. A 25 μg/ml 
también es capaz de proteger el total de los embriones, ya que la caída 
del 7,4 % con respecto al control es debida a la toxicidad de la proteína.
Figura 4.2.15. Protección de embriones de pez cebra por QSLA2 contra la infección 
por S. pneumoniae. Supervivencia de los embriones de pez cebra infectados con la 
cepa D39 de S. pneumoniae, tratados (o no) con diferentes concentraciones de QSLA2 
a las 8 h de infección. La tasa de supervivencia se representa como el porcentaje 
(media  ±  desviación estándar) de los embriones que sobreviven transcurridos 4 días 
después de la infección y se determinó a través de tres réplicas de 60 embriones/
condición cada una. Los asteriscos indican los valores que son estadísticamente 
significativos en la comparación de los embriones infectados o tratados con QSLA2 
con respecto a los controles. Se aplicó el test de ANOVA de una vía y el test de Dunnet 









Como ya se ha indicado en la Introducción, el hecho de que S. pneumoniae 
sea uno de los principales patógenos humanos, junto a la creciente apa-
rición de cepas resistentes a los antibióticos y la eficacia parcial de las va-
cunas existentes en ciertos grupos de riesgo, hacen urgente la necesidad 
de buscar nuevas estrategias para combatir las infecciones originadas por 
esta bacteria, que es el primer agente causal de la neumonía adquirida en 
la comunidad y de otras patologías no invasivas como meningitis, sepsis 
u otitis media. 
En este escenario, el uso como antibacterianos (enzibióticos) de las 
enzimas líticas del PG supone una novedad en el modo de acción res-
pecto a los antibióticos tradicionales. Aunque algunos de éstos también 
explotan el hecho de que el PG es una estructura fundamental para la 
supervivencia de las bacterias, actúan interfiriendo en la síntesis de la 
misma, mientras que las lisinas catalizan directamente su destrucción. 
Este nuevo modo de actuar evita el problema de las resistencias actuales 
y dificulta el desarrollo de otras nuevas, ya que la estructura del PG está 
altamente conservada entre todas las bacterias, y su modificación para 
evadir la acción de las lisinas podría resultar comprometedora para la 
fisiología y/o la supervivencia bacteriana (Loeffler et al., 2001; Schuch et 
al., 2002). Así, existen estudios en los que se muestra que, bajo las mismas 
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condiciones, las bacterias son más propensas a desarrollar resistencias a 
los antibióticos convencionales que a las lisinas (Gilmer et al., 2013). En 
el único caso descrito de desarrollo de mecanismos de resistencia a un 
enzibiótico (lisostafina), las bacterias mostraron una marcada reducción 
de su virulencia, y/o sensibilidad o hipersusceptibilidad a antibióticos a 
los que eran resistentes (Kusuma et al., 2007). Las enzimas líticas del PG 
ofrecen, además, la posibilidad de emplearse solas o en combinación con 
otras lisinas, o incluso antibióticos tradicionales, para potenciar su acción 
de forma sinérgica.
Las enzimas líticas del PG de neumococo dependientes de colina tie-
nen, además, la ventaja de ser muy específicas en cuanto a las especies 
sobre las que actúan. Pueden observarse incluso diferencias en su eficacia 
según las cepas o el serotipo de las mismas (Díez-Martínez et al., 2015; 
Blázquez et al., 2016), con lo que se minimiza el problema de dañar la 
flora bacteriana comensal o la aparición de resistencias cruzadas. La po-
sibilidad de utilizar tanto las lisinas provenientes de S. pneumoniae como 
las de otras especies relacionadas estrechamente, como S. mitis, o las de 
los bacteriófagos que las infectan abre un abanico de posibles variantes 
en función tanto de su capacidad de unión a la pared bacteriana como de 
las distintas actividades de sus módulos catalíticos. La amidasa Skl codi-
ficada por el  fago ΦSK137 de S. mitis se eligió como objeto de estudio 
al tener un dominio catalítico amidasa tipo CHAP diferente del dominio 
amidasa más habitual en las enzimas codificadas por neumococo y sus 
bacteriófagos (Amidasa_2), y además asociado a un CBM, lo que le per-
mite poder unirse a la pared celular de neumococo y de otros patógenos 
que contengan colina en su envuelta celular. 
Mediante la utilización combinada de diversas técnicas bioquímicas, 
biofísicas y bioinformáticas se ha caracterizado la estructura, estabilidad 
y actividad antibacteriana de la amidasa Skl y de las lisinas quiméricas 
construidas mediante el intercambio de los módulos catalítico y de unión 
a colina de Skl y LytA, la autolisina mayoritaria de neumococo. También 
se han estudiado comparativamente la interacción de todas ellas con co-
lina y los cambios estructurales derivados del reconocimiento de este 
amino alcohol.
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5.1. Estructura tridimensional de Skl
5.1.1. Módulo catalítico (N-SKl)
El módulo N-terminal de Skl se ha identificado como un dominio CHAP 
con actividad N-acetilmuramoil-L-alanil-amidasa. La combinación del 
modelado por homología de su estructura 3D con la construcción y 
caracterización de mutantes ha permitido establecer el plegamiento del 
dominio, la localización del sitio activo y de los principales aminoácidos 
catalíticos (Cys31 e His92), así como identificar otros residuos conserva-
dos que podrían ser importantes para la catálisis y/o el reconocimiento 
del sustrato. 
El modelo generado muestra el plegamiento característico de la fami-
lia CHAP, con una lámina-β antiparalela de seis hebras flanqueada por 
tres hélices-α (Figura 4.1.9). Estudios teóricos basados en análisis de 
secuencias y predicción de estructura secundaria sugieren que el dominio 
CHAP podría formar parte de la superfamilia de proteínas NIpC/P60 
(Anantharaman & Aravind, 2003), en la que los elementos de estructura 
estrictamente conservados comprenderían la hélice-α en cuyo extremo 
se sitúa la cisteína catalítica (precedida usualmente por un residuo polar) 
y un motivo central formado por dos hebras-β, en la segunda de las cua-
les se sitúa la histidina catalítica, seguidas de otras dos hebras-β situadas 
en posición C-terminal. En la primera de estas cuatro hebras aparece 
un residuo polar conservado cuya función sería, como en otras tiol-pro-
teasas, orientar la histidina catalítica y estabilizar su carga (Walsh,1979). 
El alineamiento de secuencias dentro de la familia CHAP y la posición 
respecto a los aminoácidos catalíticos en el centro activo indican que en 
Skl el residuo polar que precede a la cisteína catalítica sería la Gln30, y el 
encargado de estabilizar la carga de la histidina catalítica sería el Glu109, 
propuesto, junto con la Cys31 y la His92, como componente de una 
triada catalítica. En el modelo propuesto para N-Skl estos residuos están 
orientados en el orden de secuencia y topología típicos del clan CA de las 
peptidasas (véase también Figura 8.2). 
De acuerdo con el análisis in silico, las mutaciones C31A y H92A resul-
taron en la pérdida de actividad catalítica, sin que se modificase la estruc-
tura de los mutantes con respecto a la enzima silvestre, como indicaban 
la elevada similitud entre los respetivos espectros de dicroísmo circular 
en el UV-lejano y cercano, el patrón de sedimentación en ausencia y en 
presencia de colina, y la estabilidad frente a la temperatura. Las pequeñas 
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diferencias observadas en los espectros del DC en el UV-lejano podrían 
reflejar una pequeña alteración en el entorno de la Tyr90, cercana a la 
Cys31 y a la His92. La inestabilidad estructural mostrada por el mutante 
E109A y su falta de retención en la columna de DEAE-celulosa indican 
que la sustitución de este residuo por alanina tiene una influencia dramá-
tica en el plegamiento de la proteína, por lo que fue imposible investigar 
su posible participación en la catálisis. El análisis de la estructura del do-
minio CHAP de la proteína PcsB de S. pneumoniae (Figura 1.12 C) mues-
tra que el residuo Glu360, equivalente al Glu109 de Skl, está implicado 
en la formación de una red de puentes de hidrógeno en la que, además 
de la histidina catalítica (His343), participarían también la His372 y la 
Arg373, que a su vez interactúa con el Glu383, todos ellos situados en 
el lazo que conecta las hebras β3 y β4 (Bartual et al., 2014). La hipotética 
participación del Glu109 de Skl en una red de contactos importante para 
el mantenimiento de la estructura de N-Skl podría explicar la inestabili-
dad del mutante E109A, pero la verificación de esta hipótesis requiere 
la resolución de la estructura de N-Skl a alta resolución. No obstante, el 
examen del modelo de N-Skl indica que el carboxilo de la cadena lateral 
del Glu109, situado en la hebra-β4, estaría a distancia de puente de hidró-
geno del nitrógeno de la His92 y del grupo -NH de la Arg130 (equivalen-
te a la Arg373 de PscB), situada en la hebra-β5 (Figura 5.1).
La actividad de Skl sobre paredes de neumococo purificadas es, por 
otro lado, dependiente de Ca2+. Aunque no se requiere su adición para 
alcanzar la actividad óptima, la presencia de EDTA (o EGTA) en el me-
dio tiene un efecto inhibitorio, que se revierte totalmente al añadir Ca2+ 
y parcialmente con Mn2+ y Mg2+. El Zn2+, por el contrario, inhibe la ac-
tividad (Llull et al., 2006). La estructura del dominio CHAPK (endolisina 
LysK del bacteriófago K de S. aureus) (Figura 1.12) muestra dos iones 
metálicos: un Ca2+ en la región N-terminal con coordinación pentagonal 
(mediada por dos residuos ácidos y dos aromáticos pertenecientes al lazo 
que conecta las dos primeras hélices y otro residuo ácido situado a dos 
posiciones de la Cys catalítica (Figura 5.2), y un ion Zn2+ coordinado 
con el grupo sulfhidrilo de la cisteína catalítica, una molécula de tampón 
MES y varias moléculas de agua (Sanz-Gaitero et al., 2014). El dominio 
CHAPGH15 (lisina LysGH15 de estafilococo), prácticamente idéntico en 
cuanto a secuencia y estructura a CHAPK, también presenta un Ca2+ 
en la misma posición y coordinado por los mismos residuos (Figura 
5.2), pero no se ha observado la presencia de Zn2+ (Gu et al., 2014). 
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Figura 5.2. Alineamiento de secuencias de N-Skl y otros dominios CHAP. El alineamiento 
de la región N-terminal de los dominios CHAP con N-Skl se ha realizado con MUSCLE. 
En azul, los residuos responsables de la unión de Ca2+ en CHAPK y CHAPGH15. Tres de 
ellos están también conservados y señalados en CHAPPlyTW y N-Skl. La estrella amarilla 
señala la Cys catalítica. Los símbolos en negro, rojo y verde indican la identidad de secuen-
cia (*), cambios conservativos (:) y semi-conservativos (.) con respecto a CHAPK, CHA-










Figura 5.1. Cavidad catalítica de Skl. Superposición del modelo de N-Skl (en verde) 
con la estructura del molde 2K3A (en gris) con los aminoácidos relevantes para la 
catálisis (representación de esferas y varillas) numerados según la secuencia de Skl. En 
rojo, los aminoácidos de la triada catalítica; en amarillo los implicados en la estabiliza-
ción de la carga del centro activo; y en morado, los que flanquean la entrada al mismo. 
Los residuos que podrían contribuir a estabilizar el intermedio aniónico durante la 
catálisis (véase Figura 5.3) se muestran en verde. Los aminoácidos equivalentes del 
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Mientras que en CHAPK se ha propuesto solo un papel estructural para 
el Ca2+ (mantenimiento del plegamiento y orientación de los residuos 
catalíticos) basándose en su efecto sobre la estabilidad de la enzima pero 
no en la actividad (Filatova et al., 2010), su unión a CHAPGH15 es esencial 
para la actividad, aunque su contribución podría también ser de carácter 
estructural (Gu et al., 2014).
El modelo propuesto de N-Skl no presenta un lazo tan largo como 
el de CHAPGH15 o CHAPK para albergar el calcio entre las hélices α1 y α2 
(Figura 1.12 B y D y Figura 5.1). Sin embargo, tres de los cinco residuos 
responsables de la unión del calcio a CHAPK y CHAPGH15 se encuentran 
conservados en N-Skl (Asp22, Asp24 y Asp33) y lo mismo acurre en el 
dominio CHAPPlyTW de la endolisina del fago Twort (PlyTW) (Figura 
5.2), cuya actividad anti-estafilocócica es asimismo dependiente de Ca2+ 
(Becker et al., 2015). La mutación de estos tres residuos a alanina elimina 
la actividad bactericida tanto en CHAPK como en CHAPGH15, mientras 
que los otros dos residuos que coordinan el Ca2+ (Tyr e His) no parecen 
ser tan importantes (Sanz-Gaitero et al., 2014; Gu et al., 2014). Estos re-
sultados, en su conjunto, sugieren que el dominio CHAP de Skl podría 
también unir un catión Ca2+, necesario para su actividad óptima y suscep-
tible de ser eliminado con EDTA, pero son necesarios más experimentos 
para confirmarlo. Por otro lado, la coordinación de un ion Zn2+ por la 
cisteína catalítica, como ocurre en CHAPK, podría explicar la inhibición 
de la actividad por este catión (Llull et al., 2006).
5.1.1.a. Centro activo y mecanismo catalítico
Según el mecanismo de acción propuesto para las tiol-proteasas (Figura 
5.3; Walsh, 1979), en Skl, el Glu109 aceptaría un protón del grupo imida-
zol de la His92, que funcionaría como base general desprotonando a la 
Cys31 (grupo nucleófilo), que atacaría a su vez al carbono del enlace ami-
da entre el residuo de MurNAc y la L-Ala que conecta las partes glicánica 
y peptídica del PG. Se formaría así un intermedio tetraédrico (Figura 
5.3 B) que liberaría el extremo amino terminal del péptido (R2NH2 en la 
Figura 5.3 C). A continuación, la enzima sería desacilada por una molé-
cula de agua (Figura 5.3 D), liberando el carboxilo del grupo lactilo del 
MurNAc (R1COOH en Figura 5.3 E) y retornando a su estado inicial, 
preparada para aceptar una nueva molécula de sustrato. Durante el pro-
ceso, la carga positiva de la His92 se estabilizaría a través de la formación 
de un puente de hidrógeno con el Glu109. 
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En el dominio CHAP de SSP0609 de S. saprophyticus, (Rossi et al., 2009), 
utilizado como molde principal en la construcción del modelo de N-Skl, 
estaría conservada la triada catalítica, formada por los residuos Cys57, 
His109 y Glu126 (Figura 5.1).
La presencia de un tercer residuo implicado en la catálisis se ha com-
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Figura 5.3. Mecanismo catalítico propuesto para Skl. (A) El Glu109 atrae un protón 
del grupo imidazol de la His92, lo que hace que ésta atraiga el protón del grupo sul-
fhidrilo de la Cys31. La Cys31 así es capaz de efectuar un ataque nucleofílico sobre el 
enlace amida del sustrato (R2NHCOR1; R1 y R2 representan la parte glicánica y peptí-
dica del sustrato, respectivamente), formando un intermedio tetraédrico (B). (C) La 
reacción de transacilación libera la parte peptídica del sustrato (R2NH2) y origina un 
intermedio acil-enzima. (D) y (E) Este intermedio se hidroliza para liberar el otro ex-
tremo del sustrato hidrolizado (R1COOH), retornando así la enzima a su estado inicial, 
lista para aceptar un nuevo sustrato. El sustrato se representa en magenta; el átomo de 
azufre de la Cys31 en amarillo; y en cian los átomos de hidrógeno y el oxígeno impli-
cados en la reacción de hidrólisis. Las flechas grises indican los movimientos electróni-
cos durante el transcurso de la reacción y las líneas discontinuas los enlaces parciales.
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como el de la proteína PcsB de S. pneumoniae (Bartual et al., 2014), CHAPK 
(Sanz-Gaitero et al., 2014) o CHAPGH15 (Gu et al., 2014). En todos ellos, la 
mutación de los residuos cisteína e histidina a alanina elimina la actividad 
enzimática, mientras que la del glutámico sólo la disminuye, pudiendo 
depender la caída de la actividad del tipo de sustrato utilizado (paredes 
aisladas o bacterias) (Bartual et al., 2014; Sanz-Gaitero et al., 2014; Gu et 
al., 2014). Un triplete similar de residuos se encuentra formando la triada 
catalítica en la familia C15 del clan de las tiol-peptidasas (Sokabe et al., 
2002).
Tanto en SSP0609 como en Skl, el sistema de estabilización de la car-
ga de la histidina podría incluir un residuo polar adicional: la Asn111 
(Asn128 en SSP0609), que se encuentra conservada en la familia CHAP, 
y que jugaría un papel estabilizador, por transferencia de la carga del cen-
tro activo a través del Glu109 (Glu126 de SSP0609), aunque sin partici-
par directamente en la catálisis (Rossi et al., 2009) (Figura 5.1). De hecho, 
la mutación a alanina del residuo equivalente (Asn136) en los dominios 
CHAPK y CHAPGH15 provoca la reducción de la actividad, aunque no su 
eliminación, apoyando el papel propuesto para el mismo (Sanz-Gaitero et 
al., 2014; Gu et al., 2014). 
Entre los grupos de la cavidad catalítica que podrían contribuir a 
estabilizar el intermedio aniónico en Skl estarían la Gln30 (Gln56 en 
SSP0609) que precede a la cisteína catalítica, y/o los grupos NH de la 
cadena principal de la Gly49 y la Gly91 (Gly74 y Gly108 en SSP0609), 
todos ellos conservados dentro de familia (Rossi et al., 2009) (Figura 5.1 
y 8.1).
Basándose en la conservación de secuencia, algunos autores han se-
ñalado también la importancia de un aspártico adicional, situado entre 
9 y 20 aminoácidos antes de la histidina catalítica, para la actividad ca-
talítica de los dominios CHAP (Layec et al., 2008; Rigden et al., 2003). 
Sin embargo, tanto en Skl como en los dominios CHAP de estructura 
conocida (PlyC, PcsB, CHAPK, CHAPGH15 o GspS, entre otros) no hay 
ningún residuo ácido conservado en la posición indicada (ocupada en 
Skl por el Trp76) y su alejamiento del centro activo no parece apoyar su 
participación  en la catálisis (McGowan et al., 2012; Bartual et al., 2014; 
Sanz-Gaitero et al., 2014; Gu et al., 2014; Pai et al., 2006).
Finalmente, en la proteína molde SSP0609 se ha visto que la entrada 
a la cavidad del centro activo está flanqueada por dos residuos aromáti-
cos: Tyr107 y Tyr129. La Tyr107, conservada en más de un 90 % de los 
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Figura 5.4. Superficie de potencial electrostático en diferentes dominios CHAP. 
(A) Modelo de N-Skl; (B) CHAP de SSP0609 (PDB:2K3A); (C) CHAP de PscB 
(PDB: 4CGK); (D) lisina PlyC (PDB: 4F88); (E) dominio CHAPK (PDB: 4CSH); (F) 
dominio CHAPGH15 (PDB: 4OLK). Potencial electrostático generado con PyMol. Azul: 
carga positiva; rojo: carga negativa. Las flechas señalan la posición de la cisteína catalítica 
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dominios CHAP codificados por bacterias del filo Firmicutes (Rossi et 
al., 2009), está presente también en CHAPK (Tyr140) (Sanz-Gaitero et al., 
2014) y en Skl (Tyr90), mientras que la Tyr129, conservada como residuo 
de tipo aromático o hidrofóbico en la familia (~70 % Tyr y 30 % Trp/
Val), está sustituida en Skl por un residuo hidrofóbico (Ile112) (Figura 
5.1). Se ha propuesto que estos aminoácidos podrían contribuir al reco-
nocimiento y anclaje del sustrato, con lo que su variabilidad podría con-
ferir diferentes especificidades frente a distintos tipos de sustratos (Rossi 
et al., 2009). Como se muestra en la Figura 5.4 A, la cavidad catalítica 
de Skl estaría definida por residuos de tipo polar, con una distribución 
no homogénea del potencial electrostático negativo y positivo. Los lazos 
que conectan las hebras β2 y β3, por un lado, y las hebras β4 y β5, por 
otro, formarían una especie de raíles a ambos lados del centro activo que, 
posiblemente contribuyan a orientar y anclar el sustrato. Tanto el tipo de 
residuos que forman la cavidad como la forma y accesibilidad de la mis-
ma varían notablemente de unos dominios CHAP a otros, como ponen 
de manifiesto las estructuras actualmente resueltas (Figura 5.4)
5.1.2. Módulo de unión a colina (C-Skl)
El módulo C-terminal de Skl se ha identificado como un dominio de 
unión a colina o CBM. La construcción de un modelo a alta resolución 
con evaluación favorable tanto energética como estructuralmente (apar-
tado 4.1.3.b) se ha visto favorecida por la alta identidad y cobertura de 
secuencia con el molde empleado, que consta del mismo número de re-
peticiones que C-Skl (Figura 4.1.13). El modelo muestra la misma es-
tructura que el CBM de LytA, compuesta de 7 horquillas-β, organiza-
das formando una superhélice a izquierdas (Figura 4.1.15). Además, los 
aminoácidos responsables de la unión de colina, tanto en los cinco sitios 
canónicos (sitios 2 a 6) como en el no canónico (sitio 1), están conservados 
en secuencia y posiblemente también en la estructura, con lo que es muy 
probable que el CBM de Skl sea capaz de albergar el mismo número de 
moléculas de colina que el de LytA.
5.1.2.a. Reconocimiento de colina
Las curvas de la valoración de Skl con colina obtenidas por DC demues-
tran la existencia de dos clases de sitios de unión con diferente afinidad 
hacia el ligando, siendo la unión a los sitios de menor afinidad la que pro-
mueve la dimerización de Skl, que tiene lugar a concentraciones de colina 
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muy superiores a las requeridas por otras CBPs, incluida LytA (Usobiaga 
et al., 1996; Medrano et al., 1996; Varea et al., 2000; Varea et al., 2004; 
Monterroso et al., 2008). A pesar de que los residuos implicados en la 
unión de colina a LytA se encuentran conservados en la secuencia de Skl 
(Tabla 4.1.7) y de la gran similitud de secuencia que hay entre C- Skl y 
C-LytA, la afinidad de colina por Skl (K10,5 app ∼ 1mM; K
2
0,5 app ∼ 100 mM) 
es entre dos y quince veces inferior a la de los sitios respectivos de LytA 
(K10,5 app = 0,63 mM; K
2
0,5 app = 6,5 mM), cuya dimerización, a diferencia de 
Skl, está mediada por la saturación de los sitios de mayor afinidad (Uso-
biaga et al., 1996). Estas diferencias podrían ser debidas, en principio, a 
cambios puntuales en la secuencia que disminuyan la afinidad intrínseca 
del sitio o sitios afectados, y/o a la menor estabilidad de los dímeros 
formados en presencia de colina. Según el modelo construido para C-
Skl (apartado 4.1.3.b1), la unión de colina a Skl no estaría impedida por 
condicionamientos estéricos.
Aunque los CBMs de QLAS1 y QSLA2 difieren, respectivamente, de 
C-Skl y C-LytA en solo cinco aminoácidos y de que solo uno de estos 
cambios no es conservativo (Figura 5.5), la afinidad por colina y/o la 
cooperatividad del proceso de unión a colina de las quimeras diverge 
claramente del comportamiento mostrado por el correspondiente CBM 
en la enzima parental. Así, aunque las constantes aparentes de unión a 
colina de los dos tipos de sitios existentes en QSLA2 son similares a los 
de LytA (Tabla 4.2.2), la saturación de los sitios de menor afinidad es 
         150       160       170       180       190     
PPEEVETGWQQNQYGWWWVREDGSYPTEKWEKINDAWYYFDDKGFMKRS  TWLNYK    D-AWY
 GLTIETGWQKNDTGYWYVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLAD  RWRKHT    DGNWY
         
    :*****:*: *:*:*:.*****.:*:****.:*****..*:*  . * ::.    *  **
 
200       210       220       230       240       250       
WFTDSGSMATGWARINNAWYYFDEEGKMVTGWIKHKLTWYYLDHKNGNMVSNSFVQS   YFDQS-
GEMATGWKKIADKWYYFDVEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQS
:* :**.***** :* : ***** ** * ***:*:* ****** *:* ****:*:**                              
                                    
   260       270       280
ADKKGWYYIKADGTMADKPEFTVEPEGLITTK     
ADGTGWYYLKPDGTLADKPEFTVEPDGLITVK
** .****:*.***:**********:****.*
     
Linker + C-Skl (Q3BLW5_9VIRU)
Linker + C-LytA (ALYS_STRPN) 
     
C-Skl (Q3BLW5_9VIRU/144-288)
C-LytA (J1UPV3_STREE/173-318) 
     
C-Skl (Q3BLW5_9VIRU/144-288)
C-LytA (J1UPV3_STREE/173-318) 
Figura 5.5. Alineamiento del linker y primeras repeticiones del CBM de Skl y LytA.
Numeración según la secuencia de Skl. Se han subrayado los residuos del linker y la 
línea vertical señala dónde se ha realizado la fusión entre dominios para construir las 
quimeras. Los colores indican los aminoácidos implicados en la unión de cada una de 
las moléculas de colina (sitio 1 en azul, 2 en rojo, 3 en morado, 4 en naranja). El sitio 1 
es el no canónico. La conservación de parte de la primera repetición del CBM de LytA 
en la quimera QLAS1 hace que su CBM y el de Skl difieran en 5 aminoácidos, aunque 
solo la sustitución de la Tyr154 de C-Skl por una treonina en QLAS1 tiene carácter no 
conservativo. Lo mismo ocurre, pero con el cambio inverso, en la quimera QSLA2 con 
respecto al CBM de LytA y, como ya se ha comentado en el modelo (apartado 4.1.3.b1) 
no habría impedimentos estéricos a la unión de colina.
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mucho menos cooperativa en QSLA2, con un valor del índice de Hill de 
1,3 en QSLA2 frente a 4,0 en LytA. Las divergencias son aún mayores 
entre QLAS1 y Skl, ya que la curva de valoración de la quimera indicaría 
la existencia de una sola clase de sitios de unión cuya afinidad aparente 
por colina (K 0,5 app = 22,9 mM) es intermedia a las de los sitios de mayor y 
menor afinidad de Skl. Este comportamiento podría indicar: i) que todos 
los sitios de unión tienen una afinidad similar en QLAS1, ii) la desapari-
ción de una de las clases de sitios de unión, o iii) una disminución en la 
variación de la elipticidad asociada a la saturación de la primera clase de 
sitios de unión que no haga posible su detección.
Al estar localizadas en la primera repetición, las diferencias de secuen-
cia entre el CBM de QLAS1 y C-Skl, o entre el CBM de QSLA2 y C-LytA, 
podrían afectar directamente tanto al sitio de unión no canónico como al 
primer sitio canónico, configurados ambos por residuos procedentes de 
la primera repetición de C-LytA y de C-Skl (Figura 5.5). Sin embargo, 
las diferencias en la afinidad por colina de las quimeras con respecto a 
los CBMs parentales, no solo muestran la gran influencia que un cambio 
minoritario y localizado en la composición de aminoácidos puede tener 
sobre la unión del ligando a los sitios directamente modificados, sino que 
pone de manifiesto la posibilidad de condicionar tanto la afinidad como 
la cooperatividad de la unión a los sitios secuencialmente conservados, 
evidenciando así la existencia de transmisión de información a lo largo 
de los CBMs.
Un comportamiento parecido se ha descrito para la quimera PL3, que 
comprende el módulo catalítico (Amidasa_5) y el linker y las dos pri-
meras repeticiones de la endolisina Pal, codificada por el fago Dp-1 de 
S. pneumoniae, fusionados con las cuatro últimas repeticiones y la horquilla 
C-terminal de LytA (Blázquez et al., 2016). Como en QSLA2, la modi-
ficación llevada a cabo en PL3 con respecto al CBD de Pal aumentó 
drásticamente la afinidad por colina y redujo la concentración de ligando 
necesaria para inducir completamente la dimerización (Blázquez et al., 
2016; Varea et al., 2004), sin modificar apreciablemente la forma del dí-
mero de PL3 con respecto al de Pal o LytA. Estos resultados evidencian, 
de nuevo, el papel que un cambio local en la secuencia de un CBM puede 
tener sobre la afinidad global del dominio por colina y, por tanto, en su 
capacidad de unión a la pared celular.




Los estudios de SAXS y ultracentrifugación analítica muestran que en 
ausencia de colina Skl está presente en solución mayoritariamente como 
un monómero que es capaz de autoasociar para formar un dímero tras la 
unión del ligando y, posiblemente, algo de tetrámero. El modelo ab initio 
del monómero de Skl construido a partir de los datos de SAXS muestra 
una estructura alargada, ligeramente en “L” con una longitud máxima 
de 108 Å y en la que uno de los extremos presenta una forma algo más 
globular (Figura 4.1.19). La estructura es compatible con los modelos 
3D generados para N-Skl y C-Skl, que se localizarían en los brazos corto 
y largo de la “L”, respectivamente, según el modelo de la estructura en 
solución generada para el mismo con SASREF (Figura 4.1.20). A pesar 
de contener un módulo catalítico perteneciente a la familia Amidasa_2, el 
monómero de LytA presenta una forma y un tamaño similares (Mellroth 
et al., 2014; Li et al., 2015) con una longitud máxima de unos 106 Å (Li et 
al., 2015).
En LytA, el dominio catalítico (N-LytA) y el CBM (C-LytA) están 
unidos por un linker hidrofóbico de seis residuos (Li et al., 2015) y la in-
terfaz entre los mismos se estabiliza a través de una red de interacciones 
(Figura 5.6). Por una parte, el residuo Gly171 del linker forma un enlace 
Figura 5.6.  
Linker de LytA y contactos con 
el CBM y el módulo catalítico. 
Se muestra el linker en rojo, 
(modelo de varillas), el CBM 
(C-LytA) en gris y el módulo 
catalítico (N-LytA) en azul. Los 
residuos de C-LytA y N-LytA 
que interaccionan entre sí o con 
el linker se muestran en modelo 
de bastones y la molécula de 
colina unida al sitio no canónico 
en modelo de esferas y bastones. 
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de hidrógeno con el Asp167 de N-LytA y los residuos Leu172 e Ile174 
interacciones hidrofóbicas con la Met99 y la Tyr102 de N-LytA, respec-
tivamente. Además, la Thr176 del linker forma un enlace de hidrógeno 
con la Gln179 de C-LytA. Este residuo establece, a su vez, un enlace de 
hidrógeno con la cadena principal del Trp186 de C-LytA, implicado en 
la formación del sitio de unión a colina no canónico, situado en la inter-
faz de N-LytA y la primera repetición (p1 ) de C-LytA (Li et al., 2015). 
Además, el oxígeno de la cadena principal de la Ser190 de C-LytA forma 
dos enlaces de hidrógeno con la cadena lateral de la Arg103 de N-LytA. 
A pesar de la red de enlaces formada, los residuos centrales del “linker” 
(Thr173 e Ile174) tienen factores de temperatura (B-factors) relativamen-
te altos, lo que indica que la interacción entre dominios en LytA es, de 
alguna forma, dinámica (Li et al., 2015). Al desconocer la estructura a alta 
resolución de Skl no existe información sobre los posibles contactos en-
tre los dominios y el linker, previsiblemente formado por 7 residuos. No 
obstante, atendiendo al alineamiento de secuencias es posible establecer 
algunos paralelismos con LytA (Figura 5.5 y Figura 5.7): 
 h los dos últimos aminoácidos del linker de LytA (Glu175 y Thr176) 
están presentes en el linker de Skl (Glu146 y Thr147), así como la 
Gln179 de C-LytA (Gln150 en Skl) con la que la Thr176 (Thr147 
en Skl) forma un puente de hidrógeno. 
 h el Trp186 de C-LytA, clave en la formación del sitio de unión a co-
lina no canónico y unido por un puente de hidrógeno a la Gln179, 
también está presente en Skl (Trp157). 
 h los tres aminoácidos aromáticos (Trp186, Tyr194, Tyr214) impli-
cados en la formación del sitio no canónico de unión a colina 
de LytA estarían también conservados (Trp157, Tyr165, Phe185) 
en Skl, aunque la Phe185 equivaldría en la amidasa del fago a la 
Tyr214 de LytA. 
La existencia de una interfaz estabilizada por interacciones múltiples en-
tre los dos módulos de Skl, con posible participación del “linker”, sería 
consistente con el hecho de que solo se detecte una transición térmica 
mediante DSC en ausencia de colina, mientras que a concentraciones 
elevadas de ligando se observan dos transiciones; la primera de ellas po-
siblemente debida a la desnaturalización de N-Skl. Este comportamiento 
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indicaría que, debido a las interacciones entre módulos, la desnaturaliza-
ción de N-Skl y C-Skl tiene lugar como un solo proceso cuando las tem-
peraturas de transición de ambos módulos están muy próximas, mientras 
que el desplazamiento de la desnaturalización de C-Skl hacia temperaturas 
más altas inducido por la unión de colina daría lugar al desacoplamiento 
de ambos procesos y a la aparición de dos transiciones aparentemente 
cuasi-independientes (Brandts et al., 1989; Luque et al., 2002). El hecho de 
que las curvas de DSC de la quimera QSLA2 muestren una transición si-
milar a la primera transición del complejo Skl/colina, apoya la atribución 







Figura 5.7. Detalle de la estructura del linker y la primera repetición del modelo de 
C-Skl. Superposición del modelo de C-Skl (en verde) con la estructura resuelta de 
LytA, en gris (Li et al., 2015). Los residuos del sitio de unión a colina no canónico de 
Skl, los residuos conservados del linker, y sus equivalentes en LytA se han repre-
sentado en modelo de bastones (azul, verde y gris respectivamente). La molécula de 
colina se representa en modelo de esferas y bastones; numeración de residuos según 
la secuencia de Skl.
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5.1.3.b. Dímero
La estructura en solución del dímero del complejo Skl/colina inferida a 
partir de los estudios de SAXS muestra una clara relación con la del díme-
ro de LytA (Mellroth et al., 2014; Li et al., 2015), tanto en la forma como 
en las propiedades hidrodinámicas de la partícula (Usobiaga et al., 1996). 
Las diferencias observadas en los valores de s20,w  (3,7 S vs 4,2 S) serían 
explicables por la diferencia de masa de los dímeros de Skl (67094 Da) 
y LytA (73089 Da), mientras que los valores de f/f0 (1,62 vs 1,52) y Rs 
(44 Å vs 43 Å) indican desviaciones similares en la forma de la molé-
cula con respecto a la partícula esférica equivalente y/o flexibilidades 
parecidas. La similitud de la región central del modelo del dímero de Skl 
obtenido con DAMMIF con la de las estructuras cristalográficas de los 
dímeros de C-LytA (Fernández-Tornero et al., 2001; Mellroth et al., 2014) 
y de LytA completa (Li et al., 2015), o con la estructura esta última en 
solución (Mellroth et al., 2014), indica que la dimerización de Skl también 
tiene lugar por el extremo C-terminal del CBM. Esta disposición es asi-
mismo consistente con el pequeño tamaño (7 residuos) del “linker”, cuya 
longitud máxima, aun adoptando una configuración extendida (Ainava-
rapu et al., 2007), no permitiría situar el extremo C-terminal del CBM en 
la proximidad del módulo catalítico, tal y como ocurre, por ejemplo, en la 
endolisina Cpl-1 (Hermoso et al., 2003).
Como se indicó en el apartado 4.1.3.b2 de Resultados, la dimeri-
zación de LytA tiene lugar a través de la repetición p6 y la horquilla-β 
C-terminal del CBM (Fernández-Tornero et al., 2002; Varea et al., 2000). 
Aunque la similitud de secuencia con la región correspondiente de Skl 
es elevada, las diferencias existentes y la resolución del modelo de SAXS 
no permiten descartar la existencia de disparidades en la superficie de 
dimerización de ambas lisinas. A este respecto, un factor importante para 
la configuración del dímero de LytA es la disposición de la horquilla-β 
C-terminal con respecto a la hélice beta formada por las repeticiones 
de C-LytA (Figura 4.1.16). Su posición viene determinada por la es-
tructura del lazo que la conecta con la repetición p6, y la comparación 
de secuencias muestra la presencia en Skl de una alanina (Ala267) en el 
lugar de la prolina (Pro297) que tiene LytA al comienzo del lazo (Figura 
5.8 y Figura 4.1.13). Esta prolina podría ser importante para determi-
nar la orientación relativa de las dos horquillas y los contactos entre las 
mismas. De hecho, se encuentra generalmente conservada en las amida-
sas codificadas por neumococo y sus bacteriófagos cuya dimerización 





Figura 5.8. Disposición de la repetición p6 y horquilla-β C-terminal en los dímeros 
de Skl y LytA. Detalle de la superposición del modelo del dímero de C-Skl (C-Skl1 en 
verde; C-Skl2 en azul) con la estructura del dímero de LytA (en gris) (Mellroth et al., 
2014; PDB: 4IWT). Los residuos no conservados de las dos últimas repeticiones del 
CBM se representan en modelo de bastones y varillas (C-Skl) o en modelo de varillas 
(C-LytA) y podrían influir en la orientación de la horquilla C-terminal en C-Skl. Nu-
meración de residuos según la secuencia de Skl. Las moléculas de colina se represen-









Figura 5.9. Comparación de las estructuras de los dímeros de Skl y LytA. (A) Estruc-
tura de Skl obtenida con DAMMIF a partir de los datos de SAXS; (B) Estructura de 
LytA de Li et al., 2015 (PDB: 4X36)
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tiene lugar a concentraciones de colina significativamente menores que 
las requeridas por Skl (Medrano et al., 1996; Sáiz et al., 2002; Varea et 
al., 2004). Por otro lado, la presencia en la parte externa del giro que 
une las dos últimas horquillas de dos lisinas (Lys259 y Lys260) en las 
posiciones ocupadas por la Gly289 y la Thr290 de LytA podría influir, 
asimismo, en la orientación relativa de dichas horquillas. Cabe señalar 
que el ángulo entre monómeros en el modelo generado con DAMMIF 
para el dímero de Skl (Figura 5.9) parece algo mayor (90 º) que el exis-
tente (85 º) en la mayoría de las estructuras cristalográficas del dímero 
de LytA y C-LytA (Fernández-Tornero et al., 2002; Mellroth et al., 2014; 
 Li et al., 2015) o para la enzima completa en solución (Mellroth et al., 
2014). No obstante se ha reportado un ángulo de 110º para una de las 
estructuras cristalográficas de C-LytA resueltas (Fernández-Tornero et 
al., 2002).
Los valores obtenidos para los coeficientes de sedimentación del mo-
nómero y el dímero de las quimeras QLAS1 (2,9 S y 4,0 S, respectivamente) 
y QSLA2 (2,7 y 4,0 S, respectivamente) al igual que los respectivos valores 
de Rs (30,4 Å y 44,7 Å para el monómero y el dímero de QLAS1; 42,1 Å 
para el dímero de QSLA2), son también consistentes con la conserva-
ción, en las quimeras, de las configuraciones en solución de las lisinas 
parentales.
5.2. Relaciones estructura-función: actividad lítica en  
paredes y bacterias
La deleción de los 11 últimos residuos del LytA hace que la actividad 
sobre paredes de la forma truncada (P6) se reduzca en un 90 % con res-
pecto a la enzima silvestre, sin que se vean notablemente reducidas ni la 
afinidad por colina ni la estabilidad de la estructura nativa, aunque pro-
voca que el mutante P6 sea un monómero en presencia de colina (Varea 
et al., 2000). Estos resultados mostraron, por primera vez, la importancia 
de la dimerización para la actividad hidrolítica de LytA, confirmada pos-
teriormente en varios mutantes de LytA (Romero et al., 2007). 
La disparidad que muestran Skl y LytA tanto en la afinidad por colina 
como en las condiciones de dimerización podría explicar el hecho de que 
la actividad específica de Skl sobre paredes purificadas de neumococo 
sea aproximadamente 100 veces menor a la de LytA, y que sea incapaz 
de matar a neumococo en condiciones en las que LytA (1 µg/ml) reduce 
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entre una y dos unidades logarítmicas la viabilidad de distintas cepas de 
este patógeno (Figura 4.1.21). 
Estudiar el origen de estas diferencias y su relación con la actividad 
antibacteriana fue uno de los motivos que condujeron a la construcción 
de las quimeras QLAS1 y QSLA2, así como la posibilidad de crear nue-
vas lisinas activas. De acuerdo con la hipótesis de partida, la incorpora-
ción del CBM de LytA a la quimera QSLA2, aumentó la afinidad por 
colina y la capacidad de dimerización con respecto a Skl, aproximándo-
las al comportamiento mostrado por LytA, y lo contrario ocurre con la 
quimera QLAS1, cuya afinidad por colina y capacidad de dimerización 
disminuyen con respecto a LytA, sin llegar a los valores mostrados por 
Skl. Por otro lado, la comparación de los perfiles de DSC o de los espec-
tros de DC de las quimeras con los de las enzimas parentales evidencia 
que los módulos integrados en las quimeras conservan las características 
que mostraban en las enzimas parentales. 
Debido a la mayor cooperatividad de la unión de colina por el CBM 
de QLAS1, y a pesar de las diferencias de afinidad, la saturación de ambas 
quimeras se alcanza a concentraciones similares de colina, que son, sin 
embargo, algo superiores a las requeridas para la saturación de LytA (Fi-
gura 4.2.3). Este hecho podría explicar tanto que la actividad específica 
de QLAS1 y QSLA2 sobre paredes de neumococo purificadas sea muy 
parecida (Tabla 4.2.6), como las diferencias con la actividad específica de 
Skl y LytA. No así la actividad lítica sobre bacterias.
El hecho de que las quimeras tengan actividades relativas muy pare-
cidas cuando actúan sobre paredes purificadas, en las que fragmentación 
del sustrato facilita la accesibilidad e hidrólisis de los enlaces susceptibles, 
y muy diferentes cuando lo hacen sobre bacterias pone de manifiesto 
la importancia que tiene la estructura de la envuelta bacteriana para la 
actividad exógena de las lisinas. Así, QSLA2 supera en 2 - 3 órdenes de 
magnitud la letalidad de LytA frente a neumococo, incluidas las cepas 
multi-resistentes 48 (23F) y 69 (19F), mientras que QLAS1 y Skl son in-
activas a concentraciones comparables de enzima (1 µg/ml). Dado que 
QSLA2 y LytA comparten el 96,5 % de sus CBMs, y que la mayor carga 
neta negativa de QSLA2 (-16,7 vs -12,6 en LytA a pH neutro) debe au-
mentar las interacciones electrostáticas desfavorables con la envuelta de 
la bacteria, estos resultados revelan que el dominio CHAP de Skl es más 
activo frente a las especies y cepas ensayadas que el dominio Amidasa_2 
de LytA. No se puede descartar, sin embargo, una cierta  influencia del 
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linker, ya que la quimera Cpl-711, formada por el módulo catalítico de 
Cpl-7 y el linker y el CBM de Cpl-1, es más letal frente a neumococo y 
otras bacterias portadoras de colina que la quimera Cpl-771, idéntica a 
la anterior excepto por el linker, que es el de Cpl-7 (Díez-Martínez et al., 
2015). Por otro lado, la falta de actividad de QLAS1 en las condiciones 
ensayadas demuestra que la baja letalidad de Skl es debida a su CBM, 
compartido por ambas.
Al igual que en QSLA2, la fusión del módulo catalítico de una lisina 
con menor actividad bactericida con el módulo de unión a la pared celular 
de otra más letal ha dado lugar a dos quimeras: PL3 (Blázquez et al., 2016) 
y Cpl-711 (Díez-Martínez et al., 2015) que son, junto a QSLA2, las lisinas 
con mayor actividad antineumocócica hasta ahora descritas. Este tipo de 
combinación entre módulos podría ser, por tanto, un método de carácter 
general para diseñar lisinas quiméricas más letales que las enzimas pa-
rentales. La selección evolutiva de módulos de unión a la pared bacteria-
na muy eficientes combinados con módulos catalíticos moderadamente 
eficientes, y viceversa, podría suponer un mecanismo para modular la 
actividad de estas enzimas, requeridas tanto por las bacterias a lo largo de 
su ciclo celular, como por los bacteriófagos para liberar la progenie en el 
momento óptimo de concentración de viriones.
In vivo, la capacidad de QSLA2 para proteger a embriones de pez 
cebra frente a la infección causada por la cepa D39 de S. pneumoniae es 
comparable a la mostrada por la quimera PL3 (Blázquez et al., 2016). 
En ambos casos, con una única dosis de 15 µg la supervivencia de los 
embriones alcanza el 90 % y con 20 µg el 100 %, frente al 40 % para los 
embriones no tratados con enzima. La eficacia de QSLA2 es, sin embar-
go, ligeramente superior a las de las endolisinas Cpl-1 o Cpl-7S, para las 
que el 100 % de protección se alcanza a 25 µg de enzima (Díez-Martínez 
et al., 2013). Asimismo, el valor de la CMI (0,5 µg/ml) de QSLA2 frente 
a la cepa tipo de neumococo utilizada en ensayos de susceptibilidad es 
inferior en un orden de magnitud al de LytA (4 µg/ml) y al de Cpl-1, que 
con una CMI de 16 µg/ml (Díez-Martínez et al., 2013) es capaz de elimi-
nar a S. pneumoniae del tracto respiratorio en ratones (Doehn et al., 2013) y 
reducir drásticamente, por inhalación, la carga bacteriana y la bacteriemia 
en ratones afectados por una neumonía fatal (Doehn et al., 2011). Nues-
tros resultados muestran, pues, que QSLA2 podría ser un buen candidato 
para combatir de forma altamente eficaz y a dosis bajas las infecciones 
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causadas por neumococo, incluidas las originadas por cepas multiresis-
tentes a los antibióticos.
CONCLUSIONES




1. Skl es una proteína monomerica que dimeriza en presencia de co-
lina. La dimerización requiere la saturación de los dos tipos de 
sitios de unión que tiene su CBM.
2. Se han modelado, por homología, las estructuras a alta resolución 
del módulo catalítico (N-Skl) y el CBM (C-Skl). La organización 
de los dominios dentro del mónomero y el dímero se ha estableci-
do a partir de los espectros de SAXS, mediante modelado de cuer-
po rígido. La dimerización ocurriría, como en la autolisina LytA de 
neumococo, a través del extremo C-terminal de los monómeros, 
con los dominios catalíticos situados en trans.
3. El modelo de N-Skl ha permitido identificar y confirmar, por mu-
tagénesis, los residuos catalíticos (Cys31 e His92) y sugerir como 
estabilizador de la carga durante la catálisis a un tercer residuo 
(Glu109), implicado también en la estabilidad estructural. En el 
CBM se han  identificado cinco posibles sitios de unión a colina 
canónicos (sitios 2 - 6) y un sitio no canónico (sitio 1) situado en la 
interfaz de la primera repetición y el linker, con participación de 
residuos de la segunda repetición.
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4. La construcción de quimeras mediante el intercambio de los do-
minios catalíticos y los CBMs de Skl y LytA ha permitido crear 
una lisina quimérica, QSLA2, más estable y con una actividad an-
tineumocócica mayor que las de las enzimas parentales. Hemos 
demostrado, asimismo, la transmisión de información estructural 
a lo largo del CBM, capaz de modificar tanto la afinidad por colina 
como la cooperatividad de la unión.
5. La caracterización sistemática de Skl en comparación con la auto-
lisina LytA y las quimeras QLAS1 y QSLA2 ha permitido demos-
trar que la afinidad por colina y la dimerización mediada por su 
unión son esenciales para la actividad antineumocócica de lisinas 
con CBMs similares al de LytA. Su modificación puede utilizarse 
como herramienta para mejorar o modular la actividad bacterio-
lítica.
6. Las diferencias encontradas en la eficiencia como antibacterianos 
de LytA y QSLA2 muestran también que el dominio CHAP de 
Skl es catalíticamente más eficaz que el de dominio Amidasa_2 
de LytA. 
7. Basándonos en nuestros resultados y otros datos de la bibliografía, 
proponemos que la combinación del dominio catalítico proceden-
te de una lisina medianamente eficaz como antibacteriano sobre 
su hospedador, con el dominio de unión a la pared celular de otra 
más eficaz puede ser un mecanismo de carácter general para la 
construcción de enzibióticos con actividades mejoradas.
8. La quimera QSLA2 ha demostrado su capacidad enzibiótica in 
vitro frente a cepas patógenas y multi-resistentes de neumococo, 
así como in vivo en un modelo animal de infección en embriones 
de pez cebra, resultando ser una de las enzimas con actividad an-
tineumocócica más eficaces descritas hasta la fecha.
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Tabla 8.1.  Productos químicos, enzimas y reactivos utilizados
Suministrador Compuesto
 Amershan Pharmacia Colina tritiada (60 Ci/mmol) 
Enzimas de restricción
Marcadores de peso molecular DNA
 Applied biosystems Apomioglobina (Sequazyme Peptide Mass Standards Kit)
Beckman Coulter Líquido de centelleo





Patrones de peso molecular de proteínas (SDS-PAGE)
Persulfato amónico
Quantum Prep® Plasmid Kit 
SDS
Biotium Gel Red™
Biotools Marcadores de peso molecular DNA
Taq DNA polimerasa










Millipore Filtros estériles 0,2 µm
MP Biomedicals Geneclean Turbo kit




New England BioLabs Enzimas de restricción
Marcadores de peso molecular DNA
Oxoid Sangre desfibrinada de carnero
Pronadisa Componentes medios de cultivo
Agarosa 
Promega Pfu DNA polimerasa
Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit
Riedel-de Haën Acetonitrilo
Roche High Pure™ PCR Product Purification Kit
High Pure plasmid Isolation Kit 
Inhibidores de proteasas libres de EDTA
IPTG




Cloruro de colina 
DEAE-celulosa





MOPS (ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico)
Oligonucleótidos
Sulfato de estreptomicina
Spectrum Membranas de diálisis 
Thermo Scientific DTT (ditiotreitol)
Temed




Takara T4-DNA ligasa 
Enzimas de restricción
A N E X O
239
Tabla 8.2. Herramientas informáticas utilizadas en este trabajo  
Utilidad Programa Dirección web/compañía
Búsqueda homologías DELTA-BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi
Visualización y análisis de 
secuencias
JALVIEW http://www.jalview.org/
Análisis de la conservación ConSurf http://consurf.tau.ac.il/2016/
Diseño oligonucleótidos Gentle http://gentle.magnusmanske.de/
Lectura secuencias DNA Chromas http://technelysium.com.au/wp/
chromas/
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(Tabla 8.2, continuación)
Utilidad Programa Dirección web/compañía
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(Tabla 8.2, continuación)
Utilidad Programa Dirección web/compañía
Cálculo de densidades, 
volúmenes específicos, 
















Recogida de datos y análisis 
de espectros de dicroísmo 
circular (DC)
Spectra Manager Jasco
Recogida y análisis de datos 





Ajustes matemáticos y 
representaciones gráficas
Origin
(v. 6.0 y 7.0)
MicroCal
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Tabla 8.3. Secuencias de aminoácidos de Skl, LytA, QLAS1 y QSLA2. Azul: 
N-Skl; Morado: CBM de Skl; Rojo: N-LytA; Verde: CBM LytA; linkers en negro.
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Tabla 8.4. Secuencias de bases de los genes codificantes para Skl, LytA, QLAS1 y 
QSLA2. Azul: N-Skl; Morado: CBM de Skl; Rojo: N-LytA; Verde: CBM LytA; linkers en 
negro.
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N D G S YKTQP
G S P V TANLRYFD
N S D FAMQE
G T P S A LRNQ
Y S A G VH
P Y A FVKSTN
VPGWAHYFMKQID
G R F YASM
Q N E
C
T V A W
W D Y L QS
Y G W V L FI
A V P D
Y K F H C TN
N S E Y Q LHWDG
R L G I QM
R A M V L FTIG
K A S P NGQRMT
Q E W HRKNA
L V A F Y WMI
G Y D S WVNF
K N G ILYTAMV
P S N QVHDTRFI
S P G TDEKNLVRI
Y L IHTMFDSPW




G K A H RSNIQY
D Q N E ST
W L MA
A G L I NWKVDHP
N A ERVYDWSGH
S T N K YRWGH
A G VQRLNY
R K E Q SGPNVYA
A S R QNKDGP
A L E QYKRTP MF
G PQ






S G N T ADR
T S N H RKDQVA
T K S P I V L Y NDA
P R
K V Q H R TEMNS
A V N KYRQTPE
G H YP
A D S W T Y RN
A I V L FMGC
V A F I LMC
V S I Q
F W K S M VT
P A E TSQNKDHG
P G A N YRTSQ
G D V Q IRTN
A Q G VWNTSDEY
G N Y WTL
A G S D NYT







A G S M
F V Y LI
V L
E T Y V I
K A S E Q RHDG
V D A I P
N S K GTQRALEFY
S D G P A K NQTE
D G N A S VKE
G N S Y T H
S T GKRY
I F V L
L V Q EKIRTYF
I V T S
S M V I
E D
S M Q G CHA
N
V Y W I CAF
K A N IMDSQEPVY
G T N D
L G N RPDVIE
G N T Q M YWVAKDFR
V S T GIYDNKLA
I V Y N F QMT
S G L K A NTIF
Y T N SHDEW
R Y V F H WT
R T G V PAIE
G T I L AVFS
PIFSTWYVKGN
F A TDYPCESNK
A N D R STKF
P QEIYAKGNVSFD
TNAQDISGYMRP







V I T MKLQA
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 1   2   3   4   5   6   7   8    9
Variable          Promedio      Conservado
Figura 8.2. Conservación de aminoácidos de la familia CHAP en N-Skl. Modelo de 
N-Skl coloreado según grado de conservación y representado con la misma orientación 
en esferas (A) y en cintas (B); los aminoácidos propuestos como catalíticos se 
representan en modelo de esferas y varillas. Clasificación realizada con el programa 
ConSurf basada en el alineamiento de la familia.
A
B
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Figura 8.3. Distribución de los coeficientes de sedimentación del mutante de Skl E109A 
en ausencia y en presencia de colina. Medidas realizadas a 20 ºC y 45.000 rpm en 
tampón PB, pH 6,5 (5,5 µM de proteína).
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 Skl-E109A
 Skl-E109A + colina 300 mM
